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1RÉSUMÉ
Le présent programme de recherche s’est attaché à donner une représentation de la
multidisciplinarité à laquelle le chercheur en métabolisme et pharmacocinétique est
exposé en milieu pharmaceutique. Nous nous sommes principalement attardés aux
systèmes in vitro et aux cytochromes P450 (CYPs) hépatiques, déterminants majeurs
de l’élimination de plusieurs molécules chez l’homme et le rat.
Utilisant une approche classique de phénotypage in vitro et bénéficiant de la mise au
point et de la validation d’une méthode HPLC-MS simple, rapide et sensible
permettant la quantification de la morphine et de ses principaux métabolites dans
diverses matrices biologiques, nous avons été en mesure d’illustrer, dans le premier
volet de cette thèse, le rôle du CYP3A4 et du CYP2C8 dans la N-déméthylation de la
morphine chez l’homme.
Le deuxième volet de cette thèse s’est intéressé, d’une part, à la caractérisation d’un
modèle de douleur inflammatoire et ses répercussions sur le métabolisme et la
pharmacocinétique (DMPK) et d’autre part, à l’évaluation de la pharmacologie in
vitro et à la pharmacocinétique d’ agonistes 6 et de leurs principaux métabolites. Une
diminution du contenu en CYPs dans les microsomes de foie et une augmentation
concomitante des concentrations plasmatiques d’ Œ- 1 -glycoprotéine (AGP) a été
observée chez le rat traité avec une dose unique d’Adjuvant Complet de Freund
(ACF). Cette diminution était sélective pour les CYP2B, CYP2C6, CYP2C1 1 et
CYP2E1. Nos travaux ont corroboré le rôle majeur de l’IL-6 dans ce phénomène.
Lors de la caractérisation de son profil DMPK chez le rat, nous avons confirmé que le
SNC8O est principalement éliminé par métabolisme hépatique dépendant des CYPs et
est fortement lié aux protéines plasmatiques (>94%) et à l’AGP. Bien que son
absorption soit presque complète après administration orale, le SNC8O possède une
biodisponibilité orale (F) très faible (4%). Nos travaux suggèrent que le métabolisme
pré-systémique contribue à cet effet de premier passage important. Nous avons
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démontré, en utilisant le SNC8O, que les modifications biochimiques observées chez
le rat traité avec l’ACF pouvaient entraîner une diminution de sa fraction libre
plasmatique et sa clairance intrinsèque dans les microsomes de foie. In vivo, ces
différences se retrouvent principalement au niveau des processus d’élimination du
SNC8O (diminution de la clairance plasmatique (2O%)). En revanche, nos résultats
ne montrent aucune modification de la biodisponibilité orale. Nous avons suggéré que
cette observation pourrait être le fruit de modifications présytémiques non-hépatiques
(ex: augmentation du métabolisme intestinal) du SNC8O chez l’animal traité avec
l’ACF qui contrecarreraient les effets observés au niveau du métabolisme hépatique.
Les travaux de notre dernière étude ont montré que l’ARM39O possède les propriétés
pharmacologiques (agoniste très sélectif in vitro) et pharmacocinétiques (F=70%),
nécessaires pour devenir un outil de choix pour la caractérisation des processus
associés au récepteur in vivo. De plus, il possède aussi un profil métabolique plus
sécuritaire que le SNC8O car son métabolite majeur est inactif.
En résumé, les travaux effectués au cours de cette thèse ont contribué à l’avancement
de la recherche dans le domaine de la douleur en soulignant l’importance du DMPK
et des systèmes in vitro autant au niveau clinique que préclinique.
MOTS CLÉ: Cytochromes P450, Pharmacocinétique, Inflammation, Modèles de
douleur inflammatoire, Morphine, Agonistes non peptidiques des récepteurs delta,
SNC8O, Rat, Métabolisme des médicaments, Foie.
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ABSTRACT
This research program was undertaken to give a representation of the
multidisciplinarity to which drug metabolism and pharmacokinetic (DMPK) scientists
are exposed in the pharmaceutical industry. We focused principally on in vitro
systems and hepatic cytochromes P450 (CYPs); which represent major determinants
of the elimination of several molecules in rats and humans. In the first section of this
thesis, studies were performed to identify the CYPs involved in morphine-N
demethylation in human liver microsomes.
As a flrst step, a simple, rapid and sensitive HPLC-MS method that allowed the
quantification of morphine and its principal metabolites in various biological matrixes
was developed and validated. Traditional in vitro CYP phenotyping studies were then
performed. Our in vitro findings confirmed that hepatic CYP3A4, and to a lesser
extent CYP2C8, play an important role in morphine-N-demethylation in man.
Focusing on analgesics and pain, the goals of the second part of this thesis were to
characterize an inflammatory pain model and its effect on DMPK and evaluate the in
vitro pharmacology and in vivo pharmacokinetics of non-peptidic &receptor agonists
and their main metabolites. In the rat, a single freund’s Complete Adjuvant (fCA)
injection in the hind paw lead to the development of an inflammatory response with
increased Œ-1-glycoprotein (AGP) and IL-6 plasma levels in the early days that
follow injection. These changes were accompanied by a rapid decrease in total CYP
contents and the selective downregulation of CYP2B, CYP2C6, CYP2C1 1 and
CYP2E1 in fCA-treated rat liver microsomes (RLM). Our work corroborated the
major role of IL-6 in eliciting these changes. In rats, we demonstrated that SNC8O is
mainly eliminated by CYP-mediated hepatic metabolism and is highly bound to
plasma proteins (>94%) and AGP. Although its absorption was essentially complete
after oral administration, this -agonist presented poor oral bioavailability (4%)
because of extensive pre-systemic metabolism. We showed that, using SNC8O, the
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biochemical modifications observed in the fCA-treated rats lead to the decrease of its
free fraction in plasma (—30%) and of its intrinsic clearance in the RLM (—40%).
These modifications led to a decrease (22%) in the plasma clearance of SNC$0 in
vivo. In contrast, our results did not show any modifications ofthe oral bioavailability
of SNC8O in FCA-treated rats. We suggest that FCA-induced non-hepatic
mechanisms may have compensated for the decrease in plasma clearance, preventing
an increase in the oral bioavailability. The last part of the thesis showed that
ARM39O is a highly selective &agonist with moderate potency in vitro. Its unique
selectivity, good oral bioavailability (70%) and the poor in vitro activity of its main
metabolite (ARM827) make this 6-agonist one of the most attractive tools currently
available. One should exercise caution when using (±)-BW373U$6 or SNC8O as
pharmacological tools in vivo as they either lack selectivity or release
pharmacologically active metabolite(s) that could contribute to pharmacological
activity.
Overall, the work carried out in this thesis highlights the importance of DMPK and in
vitro systems in many aspects of clinical and pre-clinical pain research.
KEYWORDS: Cytochromes P450, Pharmacokinetics, Inflammation, Inflanimatory
pain model, Morphine, Non-peptidic delta receptor agonists, SNC8O, Rat, Drug
metabolism, Liver.
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AVANT-PROPOS
Cette thèse est le fruit de travaux effectués et de connaissances acquises
principalement dans un contexte industriel. Elle est une représentation de la
multidisciplinarité à laquelle le chercheur en métabolisme et pharmacocinétique est
exposé lorsqu’il oeuvre dans ce milieu. La pharmacologie in vitro, les études de
pharmacodynamie, la biologie moléculaire, la pharmacocinétique, le métabolisme, la
chimie médicinale sont tous, pour ne citer que ceux-là, des sujets et/ou des disciplines
qui ensemble permettent aux scientifiques d’atteindre le but ultime du centre de
recherche la découverte d’un nouveau médicament.
Les chapitres (II, III, IV et V) constituant le corps de cette thèse sont composés
d’articles publiés, acceptés oti soumis pour publication dans des journaux
scientifiques. Ayant fait un passage direct de la maîtrise au doctorat, les manuscrits
présentés au Chapitre II sont le résultat de travaux entrepris au cours de mes études de
maîtrise, puis complétés au cours de ma première année de doctorat. Ces travaux ont
pour points communs la morphine et les approches in vitro utilisées en vue
d’identifier les cytochromes P450 (CYPs) impliqués dans sa N-déméthylation. Les
connaissances acquises au cours de ces études avec la morphine ont permis de mettre
en oeuvre le développement de méthodes analytiques et de techniques de
phénotypage rigoureuses, nécessaires au deuxième volet de cette thèse. Demeurant
dans le domaine des analgésiques et de la douleur, le deuxième volet de cette thèse
s’est, d’une part, attaché à la caractérisation d’un modèle de douleur inflammatoire et
des répercussions sur le métabolisme et la pharmacocinétique (Chapitre III et IV) et,
d’autre part, attaché à l’évaluation de la pharmacologie in vitro et à la
pharmacocinétique d’agonistes non peptidiques des réceptetirs opioïdes et de leurs
principaux métabolites (Chapitre IV et V).
CHAPITRE I
Revue de littérature
21 LES CYTOCHROMES P450 (CYPS) ET LES ENZYMES DE
BIOTRANSFORMATION
1.1 PRÉSENTATION GÉNÉRALE DES ENZYMES DE PHASE I ET DE
PHASE II
Tout organisme vivant est constamment et inévitablement exposé à des substances
chimiques endogènes, à des nutriments ou à des xénobiotiques. De façon générale et
non exhaustive, sont désignés comme étant xénobiotiques, les médicaments, les
drogues, les solvants organiques, les pro-carcinogènes, les polluants ou toute autre
substance provenant de plantes ou micro-organismes étrangers au règne animal. La
provenance des xénobiotiques est tout aussi diversifiée que leur potentiel à générer un
effet pharmacologique ou toxique. Entre autres, ceux-ci peuvent provenir de la
nourriture, de l’environnement ou de substances synthétisées par l’homme. Les
propriétés physico-chimiques favorables de ces entités chimiques leur permettent de
traverser les barrières tissulaires de façon efficace afin d’atteindre leur site d’action.
Le plus souvent, les enzymes de biotransfonnation convertissent ces molécules non
polaires, lipophiles et pharmacologiquement actives en métabolites polaires, inactifs
et non toxiques qui seront éliminés par les voies d’excrétion. Les enzymes qui
catalysent les réactions de biotransformation peuvent cependant jouer un rôle clé dans
la toxicité et le pouvoir carcinogène d’une multitude d’entités chimiques (Parkinson,
1996). En effet, l’altération de la structure de la molécule peut aussi conduire à la
formation de produits actifs ou réactifs. Les voies de biotransformation sont classées
en deux groupes: 1) celles découlant des enzymes de phase I qui impliquent la
modification du substrat par oxydation, réduction ou hydrolyse de façon à générer un
produit plus polaire avec une hydrophilicité modeste et 2) celles résultant des
enzymes de phase II qui entrafnent la conjugaison bimoléculaire d’un substituant
hydrophile endogène à son substrat (xénobiotique ou métabolite de phase I) afin de
3permettre la génération de produits très polaires qui pourront être rapidement excrétés
dans l’urine ou dans la bile (Figure 1) (Parkinson, 1996). Molécules mères et
métabolites de phase I ou II peuvent à leur tour être sous l’influence de protéines dites
de phase III qui incluent les transporteurs tels la P-glycoprotéine et les MRPs (Suzuki
et coll., 2001).
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Figure 1. Schéma simplifié des réactions de phase I et de phase II.
1.2 LES CYTOCHROMES P450
1.2.1 PRÉSENTATION GÉNÉRALE
Les cytochromes P450 constituent une superfamille d’enzymes de type hème-thiolate
qui sont exprimées de part et d’autre de l’arbre phylogénétique (Nelson et col!.,
1996). Ces enzymes ont reçu cette dénomination en raison du complexe qu’elles
Réactions de modification des
groupements fonctionnels
4forment avec le monoxyde de carbone en conditions réductrices; ce complexe
présente une bande facilement reconnaissable à 450 nm (Omura et Sato, 1964). De
multiples formes de cytochromes P450 sont maintenant connues chez une multitude
d’organismes vivants tels que les bactéries, les champignons, les plantes, les
poissons, les oiseaux, les reptiles, les insectes et les mammifères, incluant l’homme
(Lewis et col!., 1998a). Les revues les plus récentes proposent une liste de plus de
481 gènes, présents chez près de 85 espèces différentes d’eucaryotes et de 20
différentes espèces de procaryotes. La plupart des cytochromes P450 présents chez
les procaryotes sont solubles alors qu’ils sont membranaires chez les eucaryotes
(Ortiz de Montellano, 1999). Jusqu’à présent, on estime à 750 le nombre de
cytochromes P450 identifiés, dont 57 sont présents chez l’homme (Nebert et Russell,
2002).
1.2.2 STRUCTURE ET TOPOLOGIE MEMBRANMRE
L’identité de séquence entre les cytochromes P450 est faible, atteignant parfois moins
de 20 % (Hasemann et cou., 1995). Cependant, les informations structurales obtenues
à partir d’études cristallographiques suggèrent que la variabilité observée au niveau
de la séquence d’acides aminés n’empêche pas la conservation de la topologie
générale de l’enzyme et de sa structure tertiaire (Peterson et Graham, 1998; Graham
et Peterson, 1999). Ceci est supporté par de nombreuses études utilisant la
mutagenèse dirigée et la modélisation homologue (Domanski et Halpert, 2001).
L’identité en acides aminés la plus importante résiderait au niveau du noyau central
de la protéine (Graham et Peterson, 1999). L’enzyme est constituée d’une partie
protéique et d’une partie héminique, la protoporphyrine IX, qui demeure très bien
conservée d’une espèce à l’autre (Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000). Cette
dernière serait profondément enfouie à l’intérieur du noyau central de la protéine
(Poulos et coil., 1987; Poulos, 1995). L’atome de fer au centre de la partie héminique
serait engagé dans un complexe de six liaisons: quatre liaisons de coordination aux
atomes d’azote pyrroliques du noyau porphyrique, une liaison avec l’apoprotéine par
5un groupement cystéine (Cys) qui confère aux cytochromes P450 leurs propriétés
spectrales et une dernière liaison, opposée au groupement thiolate, avec l’oxygène
d’une molécule d’eau (Ortiz de Montellano et De Voss, 2002).
La séquence d’acides aminés de l’apoprotéine est composée d’une série d’hélices c et
de feuillets [3 (Figure 2). Ensemble, les hélices Œ forment un prisme triangulaire qui
est caractéristique de la structure tertiaire de tous les cytochromes P450 (Poulos et
cou., 1987; Williams et coll., 2000a; Williams et coll., 2000b). Le noyau central, bien
conservé, est formé d’un enchevêtrement de six hélices Œ (D, E, I, J, K et L), de deux
feuillets [3 et du «meander » (Figure 2) (Gotoh et cou., 1983; Koymans et cou., 1993;
Graham et Peterson, 1999; Williams et cou., 2000a). Bien que la structure générale de
la protéine soit bien conservée à travers l’arbre phylogénétique, il y a suffisamment
de variabilité de séquence pour que chaque cytochrome P450 soit unique (Peterson et
coll., 1997). Les régions les plus variables sont situées sur la portion N-terminale de
la séquence d’acides aminés et sont principalement associées à celles impliquées dans
l’ancrage et la localisation des cytochromes P450 membranaires, puis à celles
impliquées dans la liaison et la reconnaissance du substrat.
Les cytochromes P450 sont synthétisés avec une séquence signal d’environ 35-40
acides aminés présente au niveau de la région N-terminale (Domanski et Halpert,
2001). Cette séquence permet de diriger la protéine vers la membrane du réticulum
endoplasmique ou, lorsqu’elle est clivée, vers d’autres organelles (Bhagwat et coll.,
1999; $zczesna-Skompa et cou., 2000). Bien qu’ils puissent atteindre les
mitochondries ou la membrane plasmique, la plupart des cytochromes P450 sont
retenus au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Loeper et coil., 1990;
Loeper et coll., 1993; Robin et col!., 2000). Au niveau du réticulum endoplasmique,
la translocation des CYPs microsomaux est terminée par une séquence d’arrêt de
transfert (un groupe d’acides aminés basiques) positionnant le domaine catalytique
sur la surface cytoplasmique de la membrane (Monier et coll., 1988). La région N-
terminale contient un groupe d’acides aminés hydrophobes et une séquence de
6prolines qui contribuent à l’ancrage de la protéine à la membrane (Williams et cou.,
2000a; Szczesna-Skorupa et Kemper, 2000).
Ancre Domaine globulaire
n
(Adaptée de Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000)
Figure 2. Structure primaire, secondaire et tertiaire des cytochromes P450
microsomaux. Composantes typiques des cytochromes P450 microsomaux (classe II)
ta). Représentation imagée des structures secondaires et de la structure tertiaire de la
face distale du CYP2C5 (b). (j. Structure primaire d’une variante mitochondriale de
l’enzyme (classe I))
Les régions impliquées dans la liaison et la reconnaissance du substrat sont en contact
avec la partie héminique du cytochrome P450 et sont situées près du canal protéique
où elles permettent l’accès au substrat (Gotoh, 1992; Halpert et He, 1993; Hasler et
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7cou., 1994; Roussel et cou., 2000; Domanski et Halpert, 2001). Communément
appelées sites de reconnaissance du substrat, ces régions sont flexibles et permettent à
l’enzyme de fixer et de positionner le substrat afin de favoriser la réaction
enzymatique (Gotoh, 1992). Les récentes études de caractérisation de structure, de
modélisation par homologie et de mutagenèse dirigée suggèrent que la séquence de
reconnaissance du substrat serait relativement bien conservée pour la plupart des
cytochromes P450 (Domanski et Halpert, 2001).
1.2.3 NOMENCLATURE
La connaissance de la structure primaire a conduit à la création d’un système de
nomenclature basé sur une classification ancestrale permettant de distinguer les
cytochromes P450 (Nelson et coll., 1996). Le système de nomenclature regroupe les
enzymes en familles et sous-familles où le préfixe CYP est utilisé pour définir les
çytochromes P450 (Cyp pour la souris). Le premier chiffre arabe désigne les
membres d’une même famille (ex CYP1, 2,
...) lors que la lettre majuscule
(minuscule pour la souris) qui suit indique la sous-famille (ex CYP1A, B... ou
Cypla). Enfin, un dernier chiffre arabe désigne un isoforme en particulier (ex
CYP2A2, 3,
...). Les membres d’une même famille possèdent plus de 40 %
d’homologie de séquence en acides aminés alors que les membres d’une même sous-
famille montrent plus de > 59 % d’homologie de séquence en acides aminés. La
famille est désignée par un chiffre arabe suivant l’appellation CYP alors que la lettre
majuscule (minuscule pour la souris) qui suit indique la sous-famille. Le gène doit
être écrit en italique (ex CYFJA2). Les progrès récents en biologie moléculaire ont
aussi conduit à la découverte de plusieurs allèles et à l’adoption d’un système de
nomenclature de ces derniers (ex CYFJA2*1, CYF]A2*2,
...) (Ingelman-Sundberg
et coil., 2000; Ingelman-Sundberg et Oscarson, 2002).
81.2.4 COMPLEXE MULTI-ENZYMATIQUE
Les CYPs sont désignés depuis longtemps comme étant des monooxygénases parce
qu’un seul atome d’oxygène est incorporé au substrat, le second servant à former une
molécule d’eau (Danielson, 2002). De façon générale, la réaction de mono-
oxygénation de substrats organiques peut être représentée de la façon suivante:
RH+O2+NADPH+H-NADP+ROH+H2O
Il est entendu que cette réaction nécessite la présence d’une molécule capable de
réduire l’atome de fer porphyrique du CYP en lui faisant don d’un électron. Dans la
plupart des cas, la nature s’est dotée d’outils permettant le transfert efficace
d’électrons provenant d’agents réducteurs comme le NADPH ou le NADH. D’un
point de vue biochimique, les CYPs peuvent être divisés en quatre classes de par la
façon dont ils s’approprient les électrons nécessaires à leur fonctionnement (Werck
Reichhart et Feyereisen, 2000; Degtyarenko et Kulikova, 2001):
Classe I CYPs requérant une flavoprotéine; fAD réductase et une ferro
sulforédoxine (e.g. adrénoxine):
NADII FAflréductase P450
Classe II CYPs requérant une flavoprotéine; FAD/FMN réductase:
NADPH LFAD FMNJ NADPH:P45Oréductase P450
Classe III CYPs ne requérant pas de NADPH
Classe IV CYPs recevant leurs électrons directement du NADPH
9Chez les mammifères, la plupart des CYPs sont localisés au niveau du réticulum
endoplasmique et au niveau mitochondrial (Domanski et Halpert, 2001). Selon le
système de nomenclature présenté ci-haut, les CYPs mitochondriaux sont définis
comme étant des enzymes de classe I, utilisant une FAD réductase et l’adrénoxine
comme partenaire rédox (Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000). Au niveau du
réticulum endoplasmique, le NADPH fournit ses électrons par l’entremise d’une
FMN/FAD protéine, la NADPH:CYP réductase, qui transfère ces derniers à l’unité
CYP, un à la fois. Les CYPs du réticulum endoplasmique sont donc des enzymes de
classe II.
La NADPH:CYP réductase, dont la structure et les fonctions sont bien conservées
chez les mammifères, joue un rôle clé dans ce transfert car les CYPs de classe II ne
peuvent accepter leurs électrons par un autre mécanisme (Sevrioukova et Peterson,
1995; Sevrioukova et cou., 1999). Afin de permettre le fonctionnement optimal de
certains CYPs, la participation d’une autre protéine accessoire, le cytochrome b5, est
parfois requise (Schenkman et lansson, 1999). Par exemple, l’activité catalytique des
CYP3As humains est très dépendante du contenu en cytochrome b5 (Yamazaki et
coll., 1996; Hirota et coli., 2001). Dans ces circonstances, le cytochrome b5 agit
comme effecteur (activateur ou inhibiteur) des CYPs en fournissant le premier
électron ou plus fréquemment, le deuxième électron au cycle catalytique. Le
cytochrome b5 servirait d’intermédiaire, soit à la NADPH:CYP réductase, soit à la
cytochrome b5 réductase (Schenkman et Jansson, 2003).
Il existe peu de données sur la structure quaternaire des CYPs. Selon certains modèles
proposés, la NADPH:CYP réductase formerait un complexe hexamérique avec
plusieurs CYPs (Tsuprun et cou., 1986; Myasoedova et Tsuprnn, 1993; Myasoedova,
2000; Myasoedova et Magretova, 2001). La majeure partie du complexe serait située
au niveau du cytosol, alors que les CYPs seraient enchâssés profondément dans la
membrane lipidique où ils pourraient interagir avec les xénobiotiques à caractère
lipophile. Des études utilisant différents mutants du CYP2B4 rapportent que les sites
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de liaison de la NADPH:CYP réductase et du cytochrome b5 seraient localisés dans la
même région, où ils se chevaucheraient partiellement (Bridges et cou., 1998).
L’environnement lipidique fourni par la membrane procurerait le support essentiel au
bon fonctionnement du système et favoriserait les interactions entre les différents
éléments faisant partie du complexe enzymatique. En effet, l’ancrage de la région N-
terminale des CYPs à la membrane phospholipidique joue un rôle très important dans
l’orientation adéquate de l’enzyme vers le cytosol et favorise l’interaction avec les
différents partenaires redox (Dong et cou., 1996).
1.2.5 CYCLE CATALYTIQUE
Bien que la plupart des données proviennent d’études avec des CYPs bactériens
solubles, les scientifiques s’entendent sur les étapes majeures du cycle catalytique du
cytochrome P450 telles que représentées par le schéma de la figure 3 (Lewis et Pratt,
1998; Guengerich, 2001). Bien entendu, ce schéma est une représentation simplifiée
et ne tient pas compte d’éventuelles modifications conformationnelles de l’enzyme.
11
0
Fe ROH Fe NADPHP4SO rductaset
\‘__,. NADPHP45O reductaseOx
Fe0H R
Ø t Fe2RH
F.ORH
-H20\ 1/02
Fe-OOH Fe2O RH
Fe2+.O2
NADPH-P450 reductase NADPH-P450 reductaseax
(tiré de Guenguerich, 1999)
Figure 3. Cycle catalytique des cytochromes P450s.
Les grandes étapes comprennent:
1. La liaison du ligand à l’enzyme native au niveau de la région distale de la portion
héminique.
2. Le transfert d’un électron de la flavoprotéine accessoire, la NADPH:CYP
réductase, au fer ferrique (Fe3) au niveau de l’enzyme avec formation d’un
complexe ferreux (Fe2) enzyme-substrat.
3. La formation d’un intermédiaire instable entre le complexe Fe2-substrat et
l’oxygène moléculaire (02).
4. L’introduction d’un deuxième électron dans le cycle par l’intermédiaire de la
NADPH-cytochrome P450 réductase ou, dans certains cas, du cytochrome b5.
5. L’ajout d’un proton au complexe.
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6. L’ouverture du lien oxygène-oxygène avec formation d’une molécule d’eau et
d’un complexe (FeO3)3 pauvre en électron, à caractère très oxydant.
7. La réaction oxydoréductrice avec le substrat (abstraction simple d’un électron ou
d’un hydrogène) ou la formation d’un complexe chimique.
8. La formation du produit.
9. La dissociation du complexe enzyme-produit; l’enzyme revient à l’état natif et
disponible pour un nouveau cycle catalytique.
1.2.6 RÉACTIONS CATALYSÉES PAR LES CYTOCHROMES P450
Les cytochromes P450 ont pour rôle de catalyser les réactions de phase I de plusieurs
substances endogènes ou de xénobiotiques (Parkinson, 1996). Le mécanisme
implique différentes réactions radicalaires (abstraction simple d’un électron ou d’un
atome) avec des liens affaiblis de la molécule ou la formation de complexes
réactionnels avec les molécules présentant des liaisons 7t (Guengerich, 2001). Les
cytochromes P450 catalysent une variété impressionnante de réactions d’oxydation
comme l’hydroxylation, la déalkylation, la déhalogénation, l’oxydation d’un
hétéroatome (azote, soufre), d’oléfines ou de cycles aromatiques (Ortiz de
Montellano, 1999). Bien que ce phénomène soit plus rare, certains cytochromes P450
ont aussi la particularité de métaboliser quelques entités chimiques par un procédé
réducteur dans des conditions anaérobiques.
1.2.7 PRINCIPAUX CYPS HUMAINS ET DE RATS IMPLIQUÉS DANS
LE MÉTABOLISME DES MÉDICAMENTS ET DES
XÉN0BI0TIQUES
Chez l’homme et le rat, un nombre restreint d’isoformes est impliqué dans le
métabolisme des xénobiotiques, la plupart faisant partie des familles CYP 1, CYP2,
CYP3 ou CYP4A (Rendic et Di Carlo, 1997; Rendic, 2002). Le rôle physiologique de
ces CYPs ne se limite cependant pas à la biotransformation des xénobiotiques. En
13
effet, plusieurs membres de ces familles contribuent à l’élimination et à la
modification d’une multitude de composés endogènes. Par exemple, en plus de
participer au métabolisme de certains médicaments (ex : clofibrate), les membres de
la famille CYP4 sont impliqués principalement dans l’w-hydroxylation de plusieurs
acides gras et de leurs dérivés tels que les éicosanoïdes et les vitamines liposolubles
(Rendic et Di Carlo, 1997). La distribution tissulaire des CYPs impliqués dans la
biotransformation des xénobiotiques est ubiquitaire (Tableau I). Par exemple, chez
l’homme, ces CYPs sont prédominants dans le réticulum endoplasmique hépatique,
mais on les retrouve dans des organes aussi différents que l’intestin, les poumons, les
reins, le cerveau, la peau et le tissu olfactif (Rendic et Di Carlo, 1997).
La majeure partie des familles de cytochromes P450 exprimés chez les mammiferes
(ex : CYP5, CYP$, CYP11, CYP17, CYP19, CYP21, CYP24, CYP26, CYP27 et
CYP5 1 chez l’homme) est consacrée à la biosynthèse et au catabolisme de produits
endogènes spécifiques tels que les stéroïdes, les lipides et les acides biliaires
(Guengerich, 1995a; Nebert et Russell, 2002). Ces enzymes possèdent une spécificité
relativement élevée pour leur substrat; leur distribution tissulaire est plus spécifique et
elles sont rarement impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques (Rendic et Di
Carlo, 1997).
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Tableau I. Principaux CYPs humains impliqués dans le métabolisme des
médicaments.
Sous
- Localisation CYP Expression Localisation(s) tissulaire(s)
famille chromosomale principale(s)
CYP1A 15q22-q24 ÏA1* Inductible Poumons, placenta
1A2* Constitutive foie (8-15 %)
CYP1B 2 1B1* Inductible Peau, glandes mammaires,
utérus, prostate, tumeurs
CYP2A 19q13.l-q13.2 2A6* Constitutive foie (5-12 %), nez
2A7 Constitutive Non fonctionnelle, foie
2A13 Constitutive Nez, foie
CYP2B 19q12-q13.2 2B6* Constitutif! Foie (l-5 %), poumons
Inductible?
CYP2C 10q24.1 2C8* Constitutive foie (1-12 %), reins
2C9* Constitutive foie (15-20 %), intestin
2C18* Constitutif Foie (< 0,5 %)
2C19* Constitutif Foie (< 5 %), intestin
CYP2D 22q13.1 2D6* Constitutif foie (—2 %), duodénum
CYP2E 10q24.3-qter 2E1 Constitutif Foie, poumons, placenta, peau,
/inductible cerveau
CYP3A 7q22-qter 3A4* Constitutif foie** (30-40 %), duodénum,
/indutible placenta
3A5* Constitutif Reins, foies**, duodénum,
placenta, foie foetal
3A7* Constitutif foie foetal et adulte
3A43 Constitutif Prostate, testicule, foie
D’après Rendic et Di Carlo, 1997; Venkatakrishnan et cou., 2001 et Donato et Castell, 2003.
*pouymorphjsme génétique identifié
** Quantité de CY3A5 parfois plus importante que celle du CYP3A4 chez certains individus
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Tableau II. Substrats-marqueurs et inhibiteurs sélectifs utilisés dans le
phénotypage in vitro des CYPs hépatiques humains.
CYP Substrats Réactions Inhïbiteur(s) sélectif(s)
1A2 7-éthoxyrésorufine O-dééthylation Furaf’lline
Caféine N-3 -déméthylation
Phénacétine O-dééthylation
2A6 Coumarine Hydroxylation Méthoxalen a,d
Coumanne
2B6 7-benzoxyrésorufine Débenzylation Orphénadrine a,d
S-méphénytoine N-déméthylation
Bupropion Hydroxylation
2C8 Paclitaxel 6a-hydroxylation Quercétine c,d
Triméthopnm C d
2C9 Tolbutamide Méthyl-hydroxylation Suiphaphénazole
S-warfanne 7-hydroxylation
Diclofenac 4’-hydroxylation
2C19 S-méphénytoine 4’-hydroxylation S-méphénytoin c,d
Oméprazole 4-hydroxylation N-benzylnirvanol
2D6 Débrisoquine 4-hydroxylation Quinidine
Bufuralol 1 -hydroxylation fluoxétine
Dextromethorphan O-déméthylation Paroxétine
2E 1 Chlorzoxazone 6-hydroxylation Diéthyldithiocarbamate a,d
p-nitrophénol 3-hydroxylation 4-méthylpyrazole d
Anime 4-hydroxylation
3A4 Testostérone 6f3-hydroxylation Troléandomycine a,b
Midazolam 1 -hydroxylation Erythromycine
Erythromycmne N-déméthylation Gestodène
Nifédipine Oxydation Kétoconazole c,d
D’après Clarke, 1998; Suzuki et cou., 2002 et Donato et Castell, 2003.
Inhibiteur irréversible (<f mechanism based ». b Inhibiteur quasi-irréversible; C Inhibiteur
réversible (compétitif ou mixte); d Sélectivité limitée
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Tableau III. Substrats-marqueurs utilisés dans le
CYPs hépatiques de rats.
phénotypage in vitro des
Substrat Réaction(s) CYP(s)*
Testostérone 2Œ-hydroxylation 2C1 1
2-hydroxylation 3A1, 3A2
6f3-hydroxylation 3A1, 2C13, 2A1, 3A2,
2C1 1
7Œ-hydroxylation 2A1, 2A2
16Œ-hydroxylation 2C11, 2B1/2, 2C7, 2C13
163-hydroxylation 2B1/2, 3A1
Midazolam 4-Hydroxylation 3A1, 3A2
p-nitrophénol Hydroxylation 2E1, 1A2, 3A1
Chirozoxazone 6-hydroxylation 2E1, 1A2, 3A1
Tolbutamide Méthyl-hydroxylation 231/2, 2C6
Diclofenac Hydroxylation 2C6
Dextrométhorphan O-déméthylation 2D1, 2D2
Bufuralol 1-hydroxylation 2D2, 2C6, 2C1 1
7-éthoxyrésorufine Dééthylation 1A1/2, 2C6
Phénacétine 0-dééthylation 1A/2, 2C6
7pentoxyrésorufine* Dépenthylation 2B1, 1A2
D’après Sonderfan et. cou., 1987 et Kobayashi et cou., 2002.
*L’isofonrle majeur catalysant la réaction est en caractères gras
17
1.2.7.1 Famille CYP1
1.2.7.1.1 CYP1A
La famille CYP1A comprend deux gènes distincts qui codent pour le CYP1A1 et le
CYP1A2, deux protéines qui se retrouvent chez la plupart des mammifères (Nelson et
coiL, 1996). Chez l’homme, le gène codant pour ces deux isoformes est localisé sur le
chromosome 15 où le CYFJAJ et le CYF]A2 sont séparés par seulement 25 kilobases
(Jrigelman-Sundberg, 2002).
1.2.7.1.1.1 CYP1A1
Le CYP lAi est exprimé principalement au niveau extrahépatique (poumons, intestin)
et est présent en très faible quantité dans le foie d’organismes non traité avec un
inducteur des CYP lAs (Ding et Kaminsky, 2003). Puisque son contenu hépatique est
très faible, le CYP1A1 participe peu au métabolisme des médicaments. Cependant,
des études in vitro chez l’homme et le rat et in vivo chez le rat montrent que le
CYP lAi est inductible et que sa contribution augmente de façon dramatique en
présence de benzimidazoles et d’hydrocarbures aromatiques polycycliques tels que le
2,3,7,$-tétrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), le benzo[a]pyrène, le 3-
méthylcholanthrène ou la -napthoflavone (Whitlock, Jr., 1999; Krusekopf et coll.,
2003a). Le mécanisme d’induction responsable de ce phénomène est très bien
conservé à travers les espèces et contribue aux niveaux élevés de CYP 1 A humains
pulmonaires ou intestinaux suite à une exposition prolongée à la fumée de cigarette
ou à l’ingestion de viande cuite sur charbon de bois (Pelkonen et coil., 1992; Fontana
et coll., 1999). Cette enzyme est impliquée dans l’activation de plusieurs toxines et
d’agents carcinogènes (ex hydrocarbures aromatiques, alfiatoxine). Bien que son
rôle dans l’apparition de certains cancers soit encore controversé, des études récentes
suggèrent que le risque de cancer du poumon soit plus important chez les sujets
1$
présentant un contenu en CYP1A1 pulmonaire important et homozygotes du
CYP1A1*2 ou 3 (Taioli et cou., 2003; Vineis et cou., 2003).
1.2.7.1.1.2 CYPIA2
Bien qu’il présente une homologie de séquence de 68 % avec le CYP1A1, le
CYP1A2 est exprimé de façon constitutive dans le foie humain et de rat. Chez
l’homme, le CYP1A2 représente en moyenne 12,7 % du contenu total en CYPs
hépatiques mesurés par immunoquantification (Shimada et coll., 1996).
Le CYP1A2 est responsable du métabolisme de plusieurs médicaments et
xénobiotiques dont les alkoxyrésorufines, la phénacétine, le tacrine, la clozapine,
l’olanzapine, la R-warfarine, la caféine et la théophylline (Rendic et Di Carlo, 1997;
Clarke, 1998; Rendic, 2002). Parmi les inhibiteurs ayant une importance en clinique,
on compte la furafylline, la fluvoxamine et les fluoroquinolones comme la
ciprofloxacine et l’enoxacine (Gillum et coll., 1993; Jeppesen et coll., 1996; Kinzig
Schippers et col!., 1999; Raaska et Neuvonen, 2000). La furafylline est souvent
utilisée comme inhibiteur spécifique du CYP1A2 in vitro (Clarke, 1998). La liaison
de substrats ou d’inhibiteurs au site actif du CYP1A2 serait dépendante de plusieurs
facteurs dont l’hydrophobicité, la dimension de la molécule, les liens hydrogène et les
interactions 7t-7t avec certains résidus acides aminés de la protéine (Lewis et coll.,
1999c; Lewis et col!., 2002).
Chez l’homme, l’expression du CYP1A2 est aussi induite in vitro et in vivo par les
hydrocarbures aromatiques suite à l’ingestion de légumes verts (contenant des 3-
méthyl-indoles) ou à la prise de contraceptifs oraux (Pelkonen et coll., 1998; Shih et
coil., 1999; Lampe et coll., 2000; Krusekopf et coll., 2003a). L’induction du CYP1A2
par l’oméprazole observée in vitro ne serait pas présente aux doses thérapeutiques
utilisées chez l’homme (Rost et col!., 1994; Andersson et cou., 1998).
19
1.2.7J.2 CYP1B (ou CYP1B1)
Tout comme le CYP1A1, le CYP1B1 est exprimé principalement au niveau
extrahépatique (peau, glandes mammaires, utérus, prostate) (Ding et Kaminsky,
2003). Chez le rat et chez l’homme, le CYP1B1 est présent dans les tissus
stéroïdogènes et dans certaines tumeurs du sein ou de la prostate (Walker et cou.,
1995; Murray et coil., 1997). Il catalyse entre autres la 4-hydroxylation de l’estradiol
(Murray et colL, 2001) et aurait un rôle important dans le développement
physiologique, son abolition étant associée à certains déficits congénitaux chez les
souris ne possédant pas le gène Cypibi (Stoilov et cou., 2001). Tout comme le
CYP lAi, le CYP1B1 est induit en présence de benzimidazoles et d’hydrocarbures
aromatiques polycycliques tels que le TCDD, le benzo[a]pyrène, le 3-
méthylcholanthrène ou la f3-napthoflavone (Murray et coll., 2001; Krusekopf et coli.,
2003a).
1.2.7.2 Famille CYP2
La famille des CYP2 est la plus grande, la plus complexe et la plus diversifiée des
CYPs chez les mammiferes. Elle comprend plusieurs sous-familles, incluant le
CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D et CYP2E (Nelson et colT., 1996). Alors que le
rôle de ces cinq premières sous-familles est bien établi dans le métabolisme des
médicaments chez l’homme et le rat, les sous-familles CYP2F, CYP2G, CYP2J,
CYP2R, CYP2S, CYP2T, CYP2U ou CYP2W sont souvent associées à des
pseudogènes et possèdent peu de représentants impliqués de façon significative dans
le métabolisme des médicaments (Jngelman-Sundberg, 2001). Contrairement aux
CYP2A-E, les membres de ces dernières sous-familles sont principalement exprimés
au niveau extrahépatique (Ding et Kaminsky, 2003)
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1.2.7.2.1 CYP2A
Chez le rat, on retrouve le CYP2AY, le CYP2A2 et le CYP2A3. Le CYP2A1 et le
CYP2A2 sont principalement exprimés au niveau du foie et montrent une homologie
de séquence en acides aminés d’environ 88 % (Gonzalez et coiL, 1989). Alors que le
CYP2A1 est dominant chez la femelle, le mâle exprime le CYP2A2 de façon
exclusive (Jansson et cou., 1985; Waxman et cou., 1985). Pour sa part, le CYP2A3
est principalement exprimé dans les poumons et montre 71 et 73 % d’homologie avec
le CYP2A1 et le CYP2A2, respectivement (Gonzalez et cou., 1989). Le CYP2A1 et
le CYP2A2 participent entre autres à la 7a hydroxylation de la testostérone (Nagata
et cou., 1987).
Chez l’homme, le gène codant pour le CYP2A se retrouve sur le chromosome 19
(Hofffiian et coli., 2001). Trois isoformes fonctionnels ont été décrits jusqu’à
maintenant, le CYP2A6, le CYP2A7 et le CYP2A13 (Nelson et cou., 1996). Le
CYP2A6 a un rôle mineur dans le métabolisme des médicaments et constitue en
moyenne moins de 4 % du contenu total en CYPs hépatiques mesurés par
immunoquantification. Il se retrouve aussi en petite quantité dans la muqueuse nasale
et dans les cellules épithéliales bronchiques (Ding et Kaminsky, 2003). Le CYP2A13
est principalement présent dans les poumons (Su et colT., 2000). Bien que la protéine
soit exprimable dans les vecteurs cellulaires, le CYP2A7 n’a pas de substrat connu
(Hoffman et cou., 2001).
Plusieurs polymorphismes génétiques ont été identifiés avec le CYP2A6, ceux-ci
étant attribuables à des allèles défectueux (Raunio et cou., 2001). L’allèle CYP2A6*4
est présent chez près de 20 % de la population asiatique et chez environ 1 % de la
population caucasienne et est caractérisé par une délétion complète du gène (Xu et
colT., 2002). Ainsi, les personnes présentant l’allèle CYP2A6*4 possèdent un
phénotype lent pour le métabolisme de la coumarine et de la nicotine (moue et coli.,
2000). Certains individus portant cette variante auraient une dépendance moins
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marquée à la nicotine provenant de la cigarette (Tyndale et coll., 1999b; Sellers et
coiL, 2000).
Chez la plupart des mammifères, les CYP2As ont une activité catalytique importante
vis-à-vis des 3-cétostéroïdes et de certains composés exogènes (par exemple, les
coumarines) ou pro-carcinogènes tels que l’aflatoxine et les nitrosamines (Gonzalez
et coll., 1929). Le CYP2A6 est une coumarine-7-hydroxylase qui participe aussi au
métabolisme de la nicotine (Peikonen et cou., 2000). En comparaison, la coumarine
est un pauvre substrat du CYP2A13 (Su et coll., 2000). Contrairement au 8-
méthoxypsoralène, la pilocarpine et le menthoflurane sont des inhibiteurs peu
sélectifs de l’activité associée au CYP2A6 (Zhang et coll., 2001). Il y a très peu
d’études portant sur l’induction du CYP2A6 humain. Cependant, in vitro, l’ARNm du
CYP2A6 est fortement induit en présence de rifampine dans les hépatocytes humains
en culture (Rae et coÏl., 2001).
La sélectivité de substrat du CYP2A6 est peu connue et mal définie. De récentes
études de modélisation et de relations structure-activité ont montré que la liaison de
substrats ou d’inhibiteurs au site actif du CYP2A6 est principalement dépendante de
l’hydrophobicité et de liens hydrogène entre la molécule et certains résidus acides
aminés de la protéine (Lewis et coli., 1999a; Lewis, 2002).
1.2.7.2.2 CYP2B
Cette sous-famille a été étudiée de façon exhaustive chez le rat, principalement en
raison de son inductibilité en présence de phénobarbital (Ronis et Ingelman
Sundberg, 1999). Le rat possède trois gènes de cette sous-famille impliqués dans le
métabolisme des xénobiotiques (ex: CYF2BI, CYP2B2 et CYP2B3), les plus souvent
étudiés étant le CYF2BJ et CYP2B2. Bien que présents dans plusieurs tissus dont le
foie, leur expression constitutive est très faible et il est difficile de mesurer l’activité
enzymatique lorsque l’enzyme n’est pas induite ou purifiée (Henderson et Wolf,
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1992). Ils catalysent entre autres la 16-hydroxylation de la testosérone et la
déalkylation de la pentoxyrésorufine (Sonderfan et cou., 1987; Kobayashi et coil.,
2002). Le CYP2B1 est plus efficace que le CYP2B2 pour métaboliser ces substrats
(Guengerich, 1997). Le CYP2B3 n’est pas inductible par le phénobarbital et ne
catalyse aucune des réactions effectuées par les autres CYP2Bs (Jean et col!., 1994).
Chez l’homme, le gène du CYF2B6 est retrouvé sur le chromosome 19, à proximité
des gènes du CYP2A et du CYP2F (Hoffinan et coil., 2001). Le CYP2B6 est
principalement présent au niveau du foie, mais est aussi présent en faible quantité
dans les poumons (Mimura et coil., 1993; Ding et Kaminsky, 2003). Son contenu
hépatique est très variable, pouvant aller de 0,3 à 82 pmollmg protéines (Shimada et
cou., 1994; Yamazald et coll., 1997; Rodrigues, 1999).
Le CYP2B6 participe à l’hydroxylation du bupropion et contribue de façon
significative à la N-déméthylation de la S-méphénitoine et au métabolisme du S
méphobarbital, de l’ifosphamide, du cyclophosphamide et du propofol (Ekins et
Wrighton, 1999; Faucette et col!., 2000). Bien que l’orphénadrine et le
diéthyldithiocarbamate inhibent efficacement le CYP2B6, il n’existe aucun inhibiteur
spécifique à cette enzyme (Ekins et col!., 1997). Le CYP2B6 est induit par plusieurs
molécules participant à l’induction des CYP3As comme le phénobarbital,
l’hyperforine et la rifampine (Moore et coll., 2000; Goodwin et col!., 2001).
Tout comme le CYP2A6, la sélectivité du CYP2B6 est peu connue et mal définie.
D’après certaines études structure-activité, les substrats et les inhibiteurs du CYP2B6
partageraient tous une tendance à former et à accepter des liens hydrogène avec les
acides aminés composant le site actif de l’enzyme (Lewis et coll., 1999b; Lewis et
cou., 2002)
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1.2.7.2.3 CYP2C
Chez les manimiferes, la sous-famille des CYP2Cs possède le plus grand éventail
d’isoformes de tous les CYP2 (Nelson et coli., 1996). À lui seul, le rat possède plus
de sept isoformes dont les CYP2C6, CYP2C7, CYP2C1 1, CYP2C12, CYP2C13 et
CYP2C22. Leur régulation est fortement influencée par l’âge et le sexe de l’animal
(Bandiera et coll., 1986; Matsumoto et coll., 1986; Yoshioka et coll., 1987;
Zaphiropoulos et coll., 1988a; Zaphiropoulos et col!., l988b). Principalement
exprimées au niveau hépatique, ces enzymes constituent la majeure partie du contenu
total en CYP chez le rat mâle (Oinonen et Lindros, 1998). Par exemple, le CYP2C1 1
constitue plus de 50 % du contenu total en CYP hépatique (Nedelcheva et Gut, 1994).
Chez l’homme, la sous-famille CYP2C est composée d’au moins quatre membres
dont le CYP2C8, le CYP2C9, le CYP2C18 et le CYP2C19 (Nelson et coil., 1996).
Les membres de cette sous-famille partagent le même gène et présentent une
homologie de séquence oscillant entre 80 et 95 %. Bien que ces enzymes soient
exprimées principalement au niveau hépatique, de faibles quantités ont pu être
identifiées au niveau extra-hépatique, en particulier dans l’intestin (Zhang et col!.,
1 999a). Lorsque mesurés par immunoquantification, les CYP2Cs constituent plus de
20 % du contenu total en CYPs hépatiques humains, deuxièmes derrière les CYP3As
(Shimada et coll., 1994). De même, la proximité de leurs éléments de régulation
pourrait expliquer pourquoi les CYP2Cs sont souvent activés par les mêmes
inducteurs. En effet, des études in vitro et in vivo suggèrent que le contenu en
CYP2C8, 2C9 et 2C19 est augmenté en présence de rifampine (Peikonen et coll.,
1998; Gerbal-Chaloin et coll., 2001).
1.2.7.2.3.1 CYP2C8
Le rôle du CYP2C8 dans le métabolisme des médicaments n’est pas encore très bien
défini, tout comme son contenu total, qui peut varier entre 1 et 12 % des CYPs totaux
24
selon les études (forrester et cou., 1992; Jnoue et coil., 1997; Rodrigues, 1999). Bien
que l’activité associée au CYP2C8 soit sujette au polymorphisme, l’importance
clinique de celui-ci reste à démontrer (Dai et coll., 2001; Bahadur et col!., 2002).
Plusieurs études suggèrent qu’il y a un chevauchement important entre les substrats et
inhibiteurs du CYP3A4 et ceux du CYP2C$ (Ong et coiL, 2000). Le CYP2C8 joue un
rôle majeur dans le métabolisme du taxol, des thiaziolidinediones, de la chloroquine
et de l’amodiaquine (Baldwin et coiL, 1999; Yamazaki et coiL, 1999; Dai et coil.,
2001; Li et coll., 2002; Projean et cou., 2003). Son activité est inhibée in vitro par la
quercétine, le trimétoprime, les thiaziolidinediones et plusieurs antifongiques azolés
tels le kétoconazole et le miconazole (Rahman et coil., 1994; Ong et cou., 2000; Wen
et cou., 2002; Sahi et cou., 2003).
1.2.7.2.3.2 CYP2C9
Le CYP2C9 constitue le CYP2C le plus abondant du foie (lioue et colu., 1997;
Rodrigues, 1999). L’activité associée au CYP2C9 est aussi sujette au polymorphisme
avec au moins deux variantes allèliques identifiées (CYP2C9*2 et *3) (Rettie et cou.,
1994; Sullivan-Kiose et coli., 1996). Attribuable à la présence de l’allèle CYP2C9*3,
le phénotype métaboliseur lent est très peu fréquent, mais peut avoir un impact sur les
substrats du CYP2C9 ayant une fenêtre thérapeutique étroite comme la S-warfarine,
la phénytoïne et certains anti-diabétiques (Kidd et cou., 1999; Goldstein, 2001; Niemi
et cou., 2002; Shon et cou., 2002; Scordo et cou., 2002).
Le CYP2C9 est impliqué dans le métabolisme d’une grande variété de molécules
comme la S-warfarine, le A9-tétrahydrocannabinol, la phénytoïne, le diazépam, le
losartan, le célécoxib et plusieurs anti-inflammatoires non-stéroïdiens (ex
flurbiprofène, diclofénac, ibuprofène, etc.) (Lee et coil., 2002). Le sulphaphénazole et
plusieurs autres sulfamidés sont des inhibiteurs puissants du CYP2C9 in vitro et in
vivo (Newton et coiL, 1995; Peilconen et cou., 1998).
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La liaison de ces composés au site enzymatique serait principalement due à
l’interaction entre un substituant acide de la molécule et un résidu basique de la
protéine situé près de la région héminique. De plus, des liens hydrogène et des
interactions t-7t consoliderait la liaison (Lewis et col!., 2002; Lewis, 2003).
1.2.7.2.3.3 CYP2C18
Chez l’honune, le CYP2C18 est exprimé en très faible quantité (<0,5 % du contenu
total hépatique en CYPs) (moue et coll., 1997). Bien qu’il participe au métabolisme
du diazépam et de l’imipramine in vitro, son importance clinique reste à déterminer
(Venkatakrishnan et col!., 2001).
1.2.7.2.3.4 CYP2C19
Bien que le contenu hépatique en CYP2C19 soit largement inférieur à celui du
CYP2C9, il participe au métabolisme de plusieurs médicaments en clinique (moue et
coll., 1997; Rodrigues, 1999). Par exemple, le CYP2C19, qui est aussi exprimé de
façon polymorphique, est responsable de la 4-hydroxylation de la S-méphénitoïne
(Hall et coil., 1987). La prévalence du phénotype lent varie de façon considérable
selon l’origine ethnique/géographique (Goldstein et coll., 1997). En effet, moins de 5
% de la population caucasienne exprime le phénotype métaboliseur lent alors que 12
à 20 % des Asiatiques présentent ce phénotype (Goldstein et cou., 1997; Xie et cou.,
1999). Au moins dix allèles différents ont été décrits jusqu’à maintenant, avec au
moins deux allèles nuls (CYP2CJ9*2 et CYP2CJ9*3). Ces allèles qui constituent
ensemble 99 % de tous les allèles défectueux observés chez les Asiatiques et 87 % de
ceux obtenus chez les Caucasiens (Goldstein, 2001).
Le CYP2C19 contribue à l’élimination des inhibiteurs de la pompe à proton (ex
oméprazole, pantoprazole, lansoprazole), du diazépam, du citalopram, du proguanil et
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de l’amitryptiline (Desta et cou., 2002; Wilkinson, 2002). Le CYP2C19 est inhibé par
la fluvoxamine, le fluconazole et la ticlopidine (Desta et cou., 2002). Bien que le N-3-
benzylninranol semble être prometteur, il n’y pas vraiment d’inhibiteurs spécifiques
du CYP2C19 disponibles, la S-méphénytoïne étant souvent utilisée comme inhibiteur
compétitif (Clarke, 199$; Suzuki et coll., 2002).
Contrairement au CYP2C9, le profil de liaison et de sélectivité des substrats ou
inhibiteurs du CYP2C19 est plus difficile à cerner en raison de leurs différences
physico-chimiques et structurales (Clarke et Jones, 2002). Cependant, ces molécules
pourraient toutes former et accepter des liens hydrogène avec des acides aminés
complémentaires composant le site actif du CYP2C19 (Lewis et coil., 2002). La
faible spécificité relative de cette enzyme et sa similitude avec les autres CYP2Cs
expliquent probablement pourquoi plusieurs substrats métabolisés par le CYP2C9 le
sont aussi par le CYP2C19.
1.2.7.2.4 CYP2D
Chez le rat, il existe six gènes appartenant à la famille CYP2D, incluant les CYF2DJ,
2D2, 2D3, 2D4 et 2D18 (Matsunaga et coli., 1990). Les membres de cette famille
sont principalement présents dans le foie, les reins et le cerveau (Nedelcheva et Gut,
1994; Hiroi et cou., 1998; Tyndale et coil., 1999a). Bien que certaines réactions
soient spécifiques à certains isoformes, il existe habituellement un chevauchement
important au niveau des substrats catalysés par les CYP2Ds de rat (Hiroi et cou.,
2002). De façon générale, les CYP2Ds hépatiques de rat catalysent les mêmes
réactions que le CYP2D6 humain (Hiroi et cou., 2002; Kobayashi et cou., 2002). En
accord avec ces observations, le rat Dark Agouti, une sous-espèce caractérisée par
une déficience en CYP2D1 et CYP2D2, présente un phénotype lent pour les substrats
du CYP2D6 (Matsunaga et coli., 1989; Yamamoto et coli., 199$).
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Chez l’homme, l’isoforme le plus important est le CYP2D6 et le gène codant pour
cette protéine est localisé sur le chromosome 22 (Nelson et colL, 1996). Le CYP2D6
est principalement localisé dans le foie où il représente en moyenne 1,5 % du contenu
total en CYPs hépatiques humains mesurés par à l’aide d’anticorps spécifiques
(Shimada et coll., 1994).
Possédant une expression polymorphique où près de 8 à 10 % de la population
caucasienne portent le phénotype métaboliseur lent, le CYP2D6 a fait l’objet de
recherches soutenues (Bertilsson, 1995). Grâce à l’utilisation de sondes métaboliques
telles que la débrisoquine ou le dextrométhorphan, plusieurs équipes ont mis en
évidence d’autres sous-populations comme celles des métaboliseurs intermédiaires et
des métaboliseurs ultrarapides (Dahl et coli., 1995; Jngelman-Sundberg et coll., 1999;
Bertilsson et cou., 2002). Aujourd’hui, il est reconnu que la prévalence de ces
phénotypes varie de façon considérable selon les ethnies (Ingelman-$undberg, 2001).
Les bases génétiques du polymorphisme associé au CYP2D6 sont bien établies et
près de 4$ mutations, résultant en une cinquantaine d’allèles, ont été identifiées
jusqu’à maintenant (Meyer et Zanger, 1997; Marez et col!., 1997). Les homozygotes
du CYF2D6*4 et CYF2D6*5 présentent le phénotype métaboliseur lent (Ingelman
Sundberg et coll., 1999). Pour leur part, les porteurs des allèles CYP2D6*1O et
CYP2D6*1 7 montrent une activité réduite, sans pour autant avoir un phénotype
métaboliseur lent. Ces quatre allèles représentent, ensemble, près de 95 % de toutes
les variantes alléliques défectueuses du CYP2D6 (Marez et coll., 1997). Enfin,
certains individus présentent une duplication de leur gène et une amplification
pouvant aller jusqu’à 13 copies (CYP2D6*2XN, où N représente le nombre de gènes)
et sont associés au phénotype métaboliseur ultra-rapide (Dahl et coll., 1995; Marez et
coil., 1997).
Bien qu’il représente une faible proportion du contenu hépatique, le CYP2D6 est
partiellement ou entièrement responsable du métabolisme de près de 25 % de tous les
médicaments composant l’arsenal thérapeutique (Clarke et Jones, 2002). Ces
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molécules sont principalement utilisées en pharmacologie cardiovasculaire et du
système nerveux central comme la thioridazine, la désipramine, la nortriptyline, la
paroxétine, la venlafaxine, la codéine, le dextrométhorphan, le tramadol, le
métoprolol, l’encaïnide, le flécaïnide, la proprafénone et la méxélitine (Rendic et Di
Carlo, 1997; Bertiisson et cou., 2002; Rendic, 2002). Ces molécules possèdent pour
la plupart un index thérapeutique étroit et les modifications importantes de leur
métabolisme peuvent conduire à un échec thérapeutique ou à des effets secondaires
importants. Plusieurs médicaments basiques tels la fluoxétine, la paroxétine, la
terbinafine, la ticlopidine et la quinidine inhibent efficacement le CYP2D6 (Newton
et coll., 1995; Pelkonen et cou., 1998; Clarke, 199$). Contrairement à plusieurs autres
CYPs humains, le CYP2D6 ne serait pas inductible (Ingelman-Sundberg, 2001).
La plupart des substrats/inhibiteurs du CYP2D6 contiennent un azote basique (pKa>
8) qui est ionisé au pH physiologique. L’interaction ionique entre l’azote protoné de
la molécule avec un résidu aspartate favoriserait la liaison (Smith et coli., 1998;
Lewis, 2000). Si les conditions nécessaires à la liaison ionique sont respectées,
l’affinité de la molécule dépendra alors essentiellement des interactions
hydrophiles/lipophiles avec les acides aminés du site catalytique (Lewis et coil.,
2002). Enfin, la présence d’un site accepteur de lien hydrogène augmenterait l’affinité
et, par conséquent, le potentiel inhibiteur de la molécule.
1.2.7.2.5 CYP2E
Le CYP2E1 a été purifié chez l’homme et le rat. La structure primaire de
l’apoprotéine présente une homologie de séquence de près de $0 % entre les deux
espèces et laisse suggérer un rôle physiologique commun (Gonzalez, 1988). En
accord avec cette observation, des études impliquant des souris déficientes en
Cyp2E] suggèrent que le CYP2E1 aurait un rôle dans la gluconéogenèse à partir de
corps cétoniques, spécialement en période de jeûne (Bondoc et coll., 1999). Chez
l’homme, le CYP2E1 est présent dans plusieurs tissus dont le foie, où il représente en
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moyenne 6,6 % du contenu total en CYPs humains (Carriere et cou., 1996; Shimada
et cou., 1996).
Bien qu’il soit impliqué dans le métabolisme de certains médicaments comme la
chlorzoxazone, l’acétaminophène ou les anesthésiques généraux, le CYP2E1
participe essentiellement à la biotransformation d’acides gras ou de petites molécules
toxiques comme l’éthanol, l’acétone ou l’aniline (Tanaka et colI., 2000). Le
disulfiram et son principal métabolite, le diéthyldithiocarbamate, sont des inhibiteurs
puissants, mais peu spécifiques, de cette enzyme (Newton et cou., 1995; Clarke,
1998). Le CYP2E1 est inductible lorsque mis en présence d’isoniazide ou de solvants
organiques comme l’éthanol ou l’acétone (Donato et Casteil, 2003).
1.2.7.3 Famille CYP3
1.2.7.3.1 CYP3A
Chez le rat, les CYP3As sont représentés par le CYP3A1, le CYP3A2, le CYP3A9, le
CYP3A18 et le CYP3A23 (Nelson et coll., 1996; Robertson et coll., 1998). Tout
comme les membres des CYP2C, les CYP3As de rat sont présents au niveau du foie
et leur expression subit une influence importante de l’âge et du sexe de l’animal
(Yamazoe et cou., 1986; Gonzalez et coll., 1986; Robertson et coll., 199$). Ils
catalysent la biotransformation de plusieurs hormones sexuelles comme la
testostérone (la 6f3 hydroxylation) (Sonderfan et coil., 1987; Xue et coll., 2003) et
l’hydroxylation du midazolam (Kobayashi et coll., 2002). Les CYP3As de rat
(CYP3A1/2) sont inductibles et leur contenu hépatique augmente de façon
significative après exposition au prégnénolone 16a-carbonitrile (PCN), à la
troléandomycine ou au clomitrazole (Hedlund et coll., 2001). Bien qu’elle soit un bon
inducteur des CYPs chez l’homme, la rifampine n’induit pas le CYP3A1/2 chez le rat
(Moore et Kliewer, 2000). Le CYP3A9 est induit par l’éthylnyloestradiol (Jager et
col!., 1999).
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Chez l’homme, quatre membres de la sous-famille CYP3A ont été décrits jusqu’à
présent: les CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 et CYP3A43 (Gellner et cou., 2001).
1.2.7.3.1.1 CYP3A4 et CYP3A5 humains
Le CYP3A4 et le CYP3A5 sont les membres les plus importants de la sous-famille
CYP3A chez l’homme adulte. Principalement présents au niveau du foie et de la
muqueuse du petit intestin, ils y constituent de 30 à 70 % du contenu total en CYPs
(Shen et coll., 1997; Wilkinson, 2002). Contrairement au CYP3A4, le CYP3A5 est
aussi retrouvé au niveau du rein et dans le foie foetal (Haehner et coil., 1996; de Wildt
et coll., 1999). L’expression du CYP3A4 et du CYP3A5 est très variable dans les
microsomes préparés à partir de tissus hépatiques ou intestinaux humains (Zhang et
coll., 1999a; Shimada et coll., 1994). Par exemple, le contenu hépatique en CYP3A5
peut osciller entre 6 et 99 % du contenu hépatique total en CYP3A (Lamba et coil.,
2002).
Alors que le rôle du polymorphisme ne semble pas avoir un impact majeur sur
l’expression constitutive du CYP3A4, l’expression du CYP3A5 est clairement
polymorphique et varie de façon considérable selon l’ethnie. Par exemple, on
retrouve le CYP3A5 hépatique chez 10 à 20 % des Caucasiens, 33 % des Japonais et
55 % des Afro-Américains (Lamba et coll., 2002). La principale cause de cette
expression polymorphique est l’allèle CYF3A5*3 qui est présent chez près de 85 à 95
% des Caucasiens et de 43 à 73 % des Afro-Américains. Les porteurs homozygotes
de cet allèle présentent de très faibles quantités de CYP3A5 tant au niveau hépatique
qu’intestinal (Kuehl et coll., 2001; Hustert et coll., 2001). Chez les sujets présentant
l’allèle fonctionnel CYP3A5*1, le CYP3A5 correspond à plus de 50 % du contenu
hépatique et jéjunal en CYP3A (Lin et coll., 2002).
31
1.2.7.3.1.2 CYP3A7
Le CYP3A7 est présent principalement dans le tissu foetal, le placenta et l’endomètre
(Schuetz et coli., 1993; Ring et cou., 1999). Bien que l’expression du CYP3A7
diminue rapidement après la naissance, des études ont montré que le foie de certains
adultes présentait encore de faibles quantités de la protéine (de Wildt et coll., 1999;
Tateishi et col!., 1999). Cette observation pourrait avoir une base génétique puisque
les adultes exprimant les plus hauts niveaux de CYP3A7 hépatiques étaient pour la
plupart porteurs des allèles CYF3A7*]B ou CYF3A7*JC (Burk et col!., 2002).
1.2.7.3.1.3 CYP3A43
Le dernier membre de la sous-famille, le CYP3A43, a été cloné récemment (Gellner
et col!., 2001). En raison de la faible quantité d’ARNm présent dans le foie ou au
niveau extra-hépatique (prostate, testicules), le CYP3A43 ne devrait pas contribuer de
façon significative au métabolisme des médicaments (Westlind et col!., 2001).
1.2.7.3.1.4 Les substrats des CYP3As humains
Bien qu’il existe des exemples où une distinction importante est observée (ex
érythromycine, quinidine), la plupart des substrats du CYP3A4 sont aussi des
substrats du CYP3A5 (Thummel et Wilkinson, 1998). Leur faible spécificité et leur
importance quantitative expliquent probablement pourquoi le CYP3A4 et le CYP3A5
contribuent au métabolisme de près de 50 % des médicaments composant l’arsenal
thérapeutique (Clarke et Jones, 2002). Le tableau W présente une liste non exhaustive
des substrats et des inhibiteurs des CYP3As humains.
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1.2.7.3.1.5 Sélectivité des substrats et des inhibiteurs des CYP3As
humains
Les CYP3As humains, en particulier le CYP3A4, semblent métaboliser de nombreux
substrats à la condition qu’ils soient lipophiles. En effet, la réaction semble être dictée
par la facilité de l’enzyme à faire abstraction d’un hydrogène dans le cas d’une C
hydroxylation ou d’un électron dans le cas d’une N-déalkylation (Smith et colL, 1998;
Clarke et Jones, 2002).
Selon les modèles proposés, le site actif des CYP3As serait très large et composé
essentiellement de résidus hydrophobes (aromatiques ou non), neutres et de quelques
résidus polaires (Roussel et coli., 2000). Les interactions avec le substrat seraient
dictées principalement par les forces lipophiliques, quelques liens hydrogène et la
capacité du substrat à expulser une molécule d’eau du site actif (Smith et coIL, 1998).
Étant faibles et peu spécifiques, les interactions avec les acides aminés de l’enzyme
permettraient une certaine liberté de mouvement au substrat. Puisque ce dernier
pouvait adopter plusieurs positions dans le site catalytique, les CYP3As forment
souvent plus d’un produit à partir d’un même substrat.
La taille du site actif pourrait aussi expliquer la capacité de CYP3A à accueillir
plusieurs ligands de manière homotropique ou hétérotropique au niveau de leur site
actif (Tang et Steams, 2001; He et col!., 2003). Ce phénomène pourrait être
responsable de la cinétique atypique et du manque d’uniformité en matière
d’interactions médicamenteuses observées avec les substrats des CYP3As (Korzekwa
et cou., 1998; Kenworthy et coll., 2001).
1.2.7.3.1.6 Inducteurs des CYP3As humains
Les CYP3As sont des enzymes inductibles. Plusieurs molécules dont la rifampine, le
phénobarbital et la dexaméthazone, ont la capacité d’induire ces enzymes in vitro
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et/ou in vivo (Peikonen et cou., 1998; Pascussi et cou., 2003). De plus, il est
intéressant de constater que les gènes des CYP3As humains sont activés de façon
différentielle par les benzimidazoles (ex oméprazole, lansoprazole) et les extraits de
millepertuis in vitro (Krusekopf et cou., 2003b). Selon cette étude, seul le CYP3A4
est induit en présence de ces molécules alors que l’expression du CYP3A5, du
CYP3A7 et du CYP3A43 est diminuée ou demeure tout simplement inchangée.
1.2.7.4 Famille CYP4
Les membres de la sous-famille CYP4A sont les représentants les plus importants de
cette famille. Chez le rat et l’homme, les membres de cette sous-famille sont
exprimés principalement au niveau hépatique et rénal (Gonzalez, 1988). Ces enzymes
catalysent l’w-hydroxylation de l’acide laurique. Chez le rat, les CYP4As sont induits
par les fibrates et d’autres agents capables d’induire une prolifération des
péroxisomes hépatiques (Oinonen et Lindros, 1998). Il n’y a aucun inhibiteur connu
de ces enzymes.
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Tableau IV. Liste non-exhaustive de substrats, inhibiteurs et inducteurs des
CYP3As humains utilisés en clinique.
Substrats
Système nerveux central Immuno- Cardiovasculaire
______________________________
suppresseurs
__________________________
Triazolam Méthadone Tacrolimus Nifédipine et congénères
Midazolam Zolpidem Cyclosporine Vérapamil
Buspirone Sertraline Sirolimus Diltiazem
Trazodone Citalopram Qunidine
Alfentanil Clozapine Statines (ex:
Halopéridol Diazépam simvastatine)
Autres
Sildenanil Paclitaxel Astémizole Dapsone
Quinine Tamoxifène Terbinafine Anti-rétroviraux (ex:
indinavir)
Inhibiteurs
Ketoconazole Érythromycine Vérapamil
Itraconazole Clarithromycine Diltiazem
Fluconazole Néfazodone Mibéfranil
Anti-réroviraux Jus de
pamplemousse
Inducteurs
Rifampine Névirapine Millepertuis
(Hyperforine)
Phénobarbital Efavirenz Oméprazole?
D’après flockhart, 2003.
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1.3 FACTEURS MODULANT L’ACTIVITÉ DES CYPs CHEZ L’HOMME
ET LE RAT
1.3.1 FACTEURS GÉNÉTIQUES
1.3.1.1 Polymorphisme génétique
Une partie importante de la variabilité inter-individuelle pharmacocinétique observée
chez l’homme et le rat provient du polymorphisme génétique d’enzymes de
biotransformation. À cet égard, l’expression polyrnorphique des CYPs conduit
souvent à une réduction ou à une abolition complète de l’activité enzymatique et, à de
très rares occasions, à une augmentation de celle-ci. Bien que le polymorphisme
génétique ait été observé pour certains CYPs chez le rat, ce dernier a été beaucoup
plus étudié chez l’homme (Tableau V).
1.3.1.2 Dichotomie sexuelle
Contrairement à l’homme, il existe une dichotomie sexuelle prédominante chez le rat.
Ces différences entre mâles et femelles se manifestent principalement chez le rat
adulte et sont prédéterminées de façon précoce par les gonades lors du
développement (Morgan et coil., 1925). En effet, les hormones sexuelles
entraîneraient une libération distincte de l’honnone de croissance (GH), qui à son tour
conduirait à une expression des CYPs différente entre le mâle et la femelle (Waxman
et coli., 1985; Hedlund et coll., 2001). Ceci explique pourquoi certains CYPs comme
le CYP2A2, le CYP2C1 1 et le CYP3A2 sont spécifiques pour le rat mâle, alors que le
CYP2CI2 est spécifique pour le rat femelle (Tableau VI) (Waxman et coll., 1985).
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Tableau V. Principaux cytochromes P450 humains polymorphiques.
CYP Allèles majeurs Conséquences Fréquence allélique (%)
Caucasiens Orientaux
2A6 CYP2A6*2 Enzyme inactive 1-3 0
CYP2A6*4 Pas d’enzyme 1 15
CYP2A6*5 Enzyme défectueuse 0 1
2C9 CYP2C9*2 Ji affinité CYP 8-13 0
CYP2C9*3 réductase 7-9 2-3
Altération de la
spécificité de substrat
2C19 CYP2C19*2 Enzyme inactive 13 23-32
CYP2C19*3 Enzyme inactive 0 6-10
2D6 CYP2D6*2xN Activité augmentée 1-5 0-2
CYP2D6*4 Enzyme inactive 12-2 1 1
CYP2D6*5 Pas d’enzyme 4-6 6
CYP2D6*10 Enzyme instable 4-6 50
CYP2D6*17 JJ affinité pour le O Africains, 34
substrat
3A5 CYP3A5*3 Pas d’enzyme 85-95 Afro
Américains,
43-70
D’après lngelman-Sundberg, 200 let Khuel et cou., 2001.
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Tableau VI. CYPs sexuellement différenciés chez le rat.
Mâle Femelle
CYF(s) $pécfique(s)
CYP2A2 CYP3A2
CYP2C11 CYP3A1$
CYP2C13 CYP4A2
CYP2C22
CYF(s) Dominant(s)
CYP2B1
CYP2B2
CYP3A1
CYF(s) $pécfique(s)
CYP2C12
CYP(s) Dominant(s)
CYP1A2
CYP2A1
CYP2C7
CYP2E1
CYP3A9
D’après Oinonen et Lindros, 1998 et Hediund et cou., 2001.
1.3.2 FACTEURS ÉPIGÉNÉTIQUES
Bien qu’il soit encore considéré comme étant la source majeure des réponses
imprévisibles observées en clinique lors de traitements médicamenteux, le
polymorphisme demeure une modification invariable que le patient possède dans son
bagage génétique. Avec la connaissance des enzymes participant au métabolisme des
médicaments et l’avènement de tests génétiques permettant l’évaluation du génotype,
l’impact du polymorphisme sur la pharmacocinétique est de plus en plus prévisible
(Jngelman-Sundberg et cou., 1999). En revanche, les facteurs épigénétiques sont
difficiles à contrôler car ils sont variables dans le temps et la plupart du temps
occasionnels. Ces facteurs incluent le développement, les modifications hormonales,
la diète, l’exposition à des xénobiotiques (incluant les médicaments) et certains
facteurs physiopathologiques (Morgan et coli., 1998).
3$
1.3.2.1 Facteurs physiologiques: nutrition, hormones et âge
1.3.2.1.1 Facteurs nutritionnels
La diète peut avoir une influence importante sur l’expression de certains CYPs. Par
exemple, le CYP3A4 intestinal est fortement inhibé en présence de jus de
pamplemousse (Ameer et Weintraub, 1997). D’autres CYPs, comme les CYP1As,
sont induits après la consommation de viande cuite sur charbon de bois ou la
consommation de légumes comme le brocoli ou le chou-fleur (Rendic et Di Carlo,
1997). Chez le rat, une augmentation du contenu en lipides dans la diète peut
entraîner une augmentation des niveaux hépatiques en CYP2B, 3A et 2A1
(Guengerich, 1995b; Ioaimides, 1999). Enfin, à long terme, un régime riche en
glucides peut conduire à une diminution de l’activité des CYPs autant chez l’homme
que chez le rat (Guengerich, 1995b).
1.3.2.1.2 Facteurs liés au vieillissement
Chez l’homme et chez le rat, il existe des variations qualitatives et quantitatives des
CYPs au cours du développement. Par exemple, chez l’homme, le CYP3A7 disparaît
presque totalement à l’âge adulte, alors que le CYP3A4 est très faible à la naissance
(de Wildt et coll., 1999). Le rat montre une diminution graduelle de ses fonctions
métaboliques avec l’âge (Birbaum, 1993) alors qu’il n’y a pas ou peu de
modifications de la concentration en CYPs liées au vieillissement chez l’homme.
1.3.2.1.3 Facteurs hormonaux
Il y a peu d’études évaluant l’effet de modifications hormonales sur les CYPs
hépatiques humains. Des phénomènes physiologiques comme le cycle menstruel
semble avoir peu d’impact sur le contenu en CYP1A2, 2C19 et 3A4 chez la femme
(Zaigler et coll., 2000; Kim et coli., 2002). Chez le rat, les hormones telles que
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Q l’insuline, le glucagon, les homones thoïdiennes, la GH et les glucocorticoïdes ont
tous un impact sur les CYPs. Ainsi, l’expression des CYPs sera très variable selon la
condition physiologique de l’animal et selon les concentrations relatives de ces
enzymes.
1.3.2.2 Facteurs environnementaux et pharmaco-toxicologigues
Indépendamment de leur provenance, les xénobiotiques ont tous la capacité d’altérer
le métabolisme et la pharmacocinétique des substrats des CYPs. Alors que certains
agissent directement au niveau du site catalytique de l’enzyme, d’autres ont une
action sur les voies de transcription ou sur les mécanismes posttranscriptionnels et
posttraductionnels, modifiant le contenu enzymatique au niveau tissulaire. Un rappel
a été ajouté à l’Annexe 1 de cette thèse dans le but de présenter les paramètres de
cinétique enzymatique qui seront utilisés tout au cours de cette thèse.
1.3.2.2.1 Induction
L’induction enzymatique, comme tous phénomènes intervenant au niveau de la
synthèse protéique, est un phénomène plus ou moins lent qui engendre
principalement une modification de la vitesse maximale (Vmax) de l’enzyme
(augmentation dans ce cas particulier). La résultante est une augmentation de la
clairance intrinsèque (CL). Il existe au moins trois mécanismes d’induction des
CYPs: l’activation transcriptionnelle par l’entremise de récepteurs nucléaires,
l’activation posttranscriptionnelle par stabilisation de l’ARNm et enfin l’activation
posttraductionnelle par inhibition des voies de dégradation des CYPs (Tableau VII).
Chez le rat et l’homme, l’induction du CYP1A1, tout comme celle du CYP1A2 et du
CYP1B1 apparaît suite à la liaison de l’inducteur au récepteur hydrocarbure
aromatique (Ah) (Gonzalez et Femandez-Salguero, 1998; Whitlock, Jr., 1999; Ma,
2001). Jusqu’à tout récemment, les chercheurs s’entendaient pour dire que seuls les
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CYP1As étaient induit par l’entremise de récepteur nucléaire. Cependant, grâce aux
progrès de la biologie moléculaire, il est maintenant reconnu que l’induction des
CYP2Bs et des CYP3As requiert, la plupart du temps, la participation de récepteurs
hormonaux nucléaires orphelins tels que le « constitutive androstane receptor >
(CAR), le «pregnane-X-receptor » (PXR) et le «peroxisome proliferator activation
receptor » (PPAR) (Tableau VII) (Waxman, 1999; Ronis et Ingelman-Sundberg,
1999; Maglich et coll., 2003; Moore et coll., 2003). Tous ces récepteurs nucléaires
nécessitent la participation d’un partenaire nucléaire auquel ils se coupleront afin de
pouvoir agir à titre d’effecteur au niveau gène. Par exemple, le PPARŒ, le PXR et le
CAR se lient au « retinoid-X-receptor » RXR (Waxman, 1999; Yoshinari et coll.,
2001).
D’un autre côté, le mécanisme d’induction causé par l’éthanol et les cétones semble
médié par un mécanisme ne requérant pas de récepteurs nucléaires (Tableau VII). En
effet, la régulation du CYP2EI se ferait principalement par voie
posttranscriptionnelle et au niveau traductionnel (Ronis et Ingelrnan-Sundberg, 1999).
De plus, l’induction des CYP3A1/2 par la troléandomycine et le clornitrazole serait
aussi le résultat d’une stabilisation posttranscriptiormelle et posttraductionriel
(Guengerich, 1999; Hedlund et cou., 2001). Ce phénomène subviendrait suite à
l’inhibition des mécanismes de dégradation de la protéine ou de l’ARNm.
1.3.2.2.2 Inhibition
L’inhibition enzymatique est un phénomène rapide qui se produit la plupart du temps
au site d’action de l’enzyme. Les mécanismes d’inhibition sont divers, allant de
réversibles à mixtes, à quasi-irréversibles ou à irréversibles (inhibiteurs de type «
mechanism-based ») (Tableau VIII) (Lin et Lu, 1998). Alors que le premier
mécanisme entraîne une augmentation de la constante de Michaelis-Mentens (K1) les
deux autres, qui nécessitent l’exposition préalable de l’inhibiteur à l’enzyme,
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entraînent une chute du Vmax, en diminuant le nombre d’enzymes disponibles. La
résultante est donc une diminution de la
Tableau VII. Mécanismes d’induction des CYPs.
Inducteur(s) Récepteur Mécanisme CYP
nucléaire H: humain; R: rat
Hydrocarbures AhR Activation H: lAi, 1A2, 1B1
aromatiques franscriptionnelle R: lAi, iA2, iBi
Phénobarbital CAR Activation H: 2B6, (3A4, 2C)
transcriptionnelle R: 2B112
PCN PXR Activation H: 3A, 236
Dexamethazone franscriptionnelle R: 3A, 2B
(Haute dose)
Rifampine
Clofibrate PPARŒ Activation H,R: 4A
transcriptionnelle
Éthanol Aucun Stabilisation H,R: 211
enzymatique
Clomitrazole Aucun et/ou de I’ARNm R: 3A112
Troléandomycine
D’après Fuhr, 2000 et Donato et Castell, 2003.
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Tableau VIII. Mécanisme d’inhibition des CYPs.
Type Mécanisme Inhibiteur type
d’inhibition
Réversible Compétition avec le Interaction avec la S-méphénytoine
compétitive ou substrat au site actif protéine
mixte
Liaison à l’atome de Cyanure, monoxyde
fer de carbone et d’azote
Liaison de Kétoconazole
coordination à Suiphaphénazole
1 ‘atome de fer et
interaction avec la
protéine
Quasi- Incapacité du Troléandomycine
irréversible substrat à atteindre le Orphénadrine
(plus rare) site actif. La Gestodène
molécule est un
substrat de l’enzyme
Irréversible formation d ‘un Inactivation de Troléandomycine
métabolite réactifqui l’enzyme. La furafylline
forme une liaison molécule est un Gestodène
covalente avec des substrat de l’enzyme Oléfines
acides aminés de la OH-bergamotine
protéine Péroxydes
Péroxynitrites
D’après Lin et Lu, 1998.
1.3.2.3 Facteurs physiopatho1oigues
Plusieurs pathologies peuvent avoir un impact sur le contenu en CYPs chez l’homme
et le rat. Par exemple, chez le rat, l’administration de streptozotocine entraîne un état
semblable à celui observé chez les patients souffrant de diabète de type I. Chez le rat,
cet état pathologique provoque une augmentation du contenu hépatique en CYP1A2,
CYP2A1, CYP2B1, CYP2C7, CYP2E1 et CYP4A (Cheng et Morgan, 2001).
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Des altérations physiopathologiques sont aussi observées chez l’homme. Chez le
patient présentant une cirrhose biliaire (insuffisance hépatique), le contenu hépatique
en CYP2C, CYP3A et CYP1A est diminué alors que celui en CYP2E1 demeure
inchangé (Bastien et coll., 2000). Dans un modèle d’insuffisance rénale chronique, le
contenu en CYPs totaux était aussi diminué chez le rat (Leblond et cou., 2001). Par
exemple, chez les patients insuffisants cardiaques, le contenu hépatique en CYP2C19
et le CYP1A2 est diminué de façon significative (Frye et coll., 2002). Chez l’homme
obèse, l’activité liée au CYP3A4 est réduite alors que celle associée au CYP2E1 est
augmentée (Cheng et Morgan, 2001).
Enfin, il est reconnu que l’inflammation peut avoir un impact sur l’activité et le
contenu en CYPs in vivo et in vitro chez le rat et l’homme (Morgan, 1997). Ceci fera
l’objet de la section III de ce chapitre.
1.4 IMPACT DE LA MODIFICATION DE L’ACTIVITÉ DES CYPS SUR
LA PHARMACOLOGIE DES MÉDICAMENTS CHEZ L’HOMME ET
LE RAT
Chez l’homme ou le rat, la variabilité de réponse aux médicaments peut être
de nature pharmacodynamique. À titre d’exemples, mentionnons les phénomènes de
tolérance observés avec certains médicaments comme les [3-bloqueurs (Nebert et
Weber, 1990). Dans la plupart des cas, cependant, l’origine de ces variations est
essentiellement pharmacocinétique. En effet, des modifications de l’élimination, de la
biodisponibilité ou de la distribution peuvent conduire à des altérations des
concentrations plasmatiques et ainsi influencer à la fois l’intensité, la durée et la
rapidité de l’effet pharmacologique (figure 4). De par leur localisation privilégiée, les
CYPs jouent un rôle important dans le métabolisme, l’élimination ou même
l’activation des médicaments. Indépendamment de leur mode de fonctionnement, les
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facteurs qui modulent 1’ activité des CYPs affecteront leurs propriétés enzymatiques
(Vmax et/ou Km) et du même coup les propriétés pharmacocinétiques de leur substrat.
Figure 4. Représentation simplifiée de la relation entre le régime thérapeutique, la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie.
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2 L’INFLAMMATION ET LA DOULEUR INFLAMMATOIRE
2.1 DÉFINITIONS
L’inflammation est un processus caractéristique des tissus vascularisés au
cours duquel le plasma et les leucocytes du sang s’accumulent au site d’une lésion
dans le but de circonscrire son étendue, d’éliminer l’agent causal et les cellules
détruites et, enfin, de participer au processus de réparation (Cotran et coil., 1999). La
réaction inflammatoire est responsable du maintien des fonctions vitales et du
contrôle des mécanismes de défense de l’hôte au cours de cette période de stress. Elle
est classiquement divisée en deux formes aigu et chronique (Moshage, 1997).
L’inflammation aigu est une réponse non spécifique et stéréotypée. Elle peut
durer de quelques minutes à quelques jours. L’inflammation chronique est, quant à
elle, moins uniforme et fait largement appel à des mécanismes plus spécifiques de
défense comme l’immunité cellulaire. La réaction inflammatoire chronique peut durer
des semaines, voire des mois ou des années (Cotran et coll., 1999). Les
manifestations cliniques de la réaction inflammatoire aigu ou chronique peuvent être
locales (vasodilatation locale, exsudation plasmatique et afflux local de cellules
inflammatoires) ou systémiques (signes généraux comme la fièvre, production
hépatique des protéines de la phase aign). Le résultat de la réaction inflammatoire
est, de façon générale, bénéfique pour l’hôte. En revanche, celle-ci devient
problématique lorsqu’ elle détruit davantage de tissu que l’agent agresseur ne le ferait,
ou bien lorsqu’elle est déclenchée inutilement, sans agression extérieure, suite à une
altération de ces mécanismes de régulation. C’est le cas, par exemple, des maladies
inflammatoires dégénératives telles que 1’ arthrite rhumatoïde.
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2.2 LA RÉACTION INFLAMMATOIRE LOCALE
2.2.1 LA PHASE D’INITIATION (OU VASCULO-PLASMATIQUE)
La réponse inflammatoire locale est caractérisée par une séquence d’événements
complexes (Salmon et Ernery, 1991; Cotran et coll., 1999). Quatre signes cliniques
cardinaux caractérisent la réaction inflammatoire locale : rougeur (érythème), oedème
(tumor), chaleur et douleur. Elle débute par une phase d’initiation qui fait suite à
l’agression d’origine exogène (plaie, brûlure, agents chimiques, agents infectieux) ou
endogène. Cette phase implique la mise en place et l’activation d’effecteurs primaires
(cellules endothéliales et médiateurs plasmatiques) qui dépendent principalement de
la nature du facteur déclenchant. Parmi ceux-ci, notons
• Les plaquettes (adhésion, agrégation, dégranulation, médiateurs)
• Les éléments du système de contact et libération des kinines (médiateurs
vasoactifs et nociceptifs)
• Les cellules endothéliales (molécules de surface, médiateurs)
• Les systèmes de la coagulation (formation de caillot de fibrine).
• La fibrinolyse (dissolution du caillot et production de plasmine qui
conduit à l’activation du complément)
En favorisant la libération de facteurs vasoactifs (vasodilatation, augmentation de la
perméabilité vasculaire, oedème par exsudation plasmatique), de facteurs
chimiotactiques et l’expression de molécules d’adhérence à la surface de
l’endothélium des capillaires, cette étape permet l’entrée et le recrutement des
cellules inflammatoires circulantes au site affecté.
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2.2.2 LA PHASE D’AMPLIFICATION (OU CELLULAIRE)
Suite à l’étape d’initiation, la réaction inflammatoire se développe avec la migration et
l’implantation (mobilisation, margination, diapédèse) de différents types de cellules
au sein du site d’inflammation. Ce phénomène est possible grâce à l’action concertée
de facteurs chimiotactiques et de molécules d’adhérence exprimées à la surface des
cellules sanguines circulantes et sur les autres surfaces de contact (endothélium
vasculaire et matrice extracellulaire). Les cellules recrutées (neutrophiles,
éosinophiles, macrophages/monocytes, lymphocytes) ou déjà présentes (mastocytes)
sont sensibles aux nombreux messages que leur transmettent leur environnement et
répondent à ces messages grâce à l’expression constitutive ou induite d’une multitude
de récepteurs de surface. Elles interagissent localement avec différents médiateurs
libérés au site inflammatoire (cytokines, chémokines, facteurs du complément,
médiateurs lipidiques).
L’intégration et le décodage de ces signaux chimiques, caractéristiques de la phase
d’amplification, conduisent à la survie, à l’apoptose ou à la nécrose cellulaire; à la
phagocytose de micro-organismes, de débris cellulaires ou à la sécrétion de produits
préformés tels que des protéases et des agents toxiques comme les radicaux libres.
L’activation des cellules recrutées entraîne aussi la production de chémokines et de
cytokines proinflammatoires. Celles-ci, par leurs actions autocrines ou paracrines,
favorisent le maintien et l’amplification de la réponse inflammatoire.
2.2.3 LA PHASE DE RÉSOLUTION ET DE RÉPARATION
Enfin, une phase de résolution et de réparation qui tend à restaurer l’intégrité du tissu
agressé suit la phase d’amplification. La réponse inflammatoire est limitée dans le
temps grâce à la mise en jeu de systèmes de contrôle de la phase d’amplification
(cytokines antiinflammatoires, récepteurs solubles de cytoldnes, anti-protéases, anti
radicaux libres). L’action complémentaire de cellules (macrophages, fibroblastes) et
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de nouveaux médiateurs (facteurs de croissance, cytoldnes antiinflammatoires)
participe au remodelage du tissu et à sa néovascularisation. La nature du facteur
déclenchant et l’efficacité des systèmes de contrôle et de réparation détermineront
l’évolution du processus inflammatoire.
Ces événements mettent en jeu différents systèmes d’adaptation et impliquent de
multiples médiateurs. La nature du développement de chacune de ces trois phases et
la nature des effecteurs primaires et secondaires impliqués (cellules résidentes et
recrutées; médiateurs préformés et néoformés) conditionnent le profil d’expression
clinique et biologique de la réponse inflammatoire (aigu ou chronique, locale ou
systémique, protectrice ou délétère).
2.3 LA RÉACTION INFLAMMATOIRE SYSTÉMIQUE
L’activation des monocytes/macrophages et des cellules non inflammatoires peut
aussi contribuer à la mise en place de la réaction systémique en favorisant la
production de médiateurs inflammatoires (Emery et Salmon, 1991). Les médiateurs
libérés (ex : interleuldne (IL)-1 f3, l’1L-6, 1’IL-8 et le facteur de nécrose tumorale-Œ
(TNF-Œ)) se distribuent dans l’organisme en empruntant la circulation sanguine par
laquelle ils peuvent atteindre leurs récepteurs présents au niveau des tissus (foie,
cerveau) ou des cellules cibles où ils moduleront l’expression de certains gènes (Fey
et Fuller, 1987; Baumann et Gauldie, 1994). L’activation de ces derniers peut se
manifester par de la fièvre, de l’hyperleucocytose, des modifications endocriniennes
associées à la hausse des concentrations plasmatiques en ACTH, cortisol, adrénaline
et autres, un changement du métabolisme des lipides et des glucides, une
augmentation du catabolisme des protéines (au niveau musculaire), un transfert
d’acides aminés des muscles au foie et par la modification du profil des protéines de
la phase aigu de l’inflammation (PPAs) (Emery et Salmon, 1991; Moshage, 1997).
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2.3.1 LES PROTÉINES DE LA PHASE MGUÉ DE L’INFLAMMATION
Le foie, l’une des principales cibles des médiateurs inflammatoires répond à une
variété de facteurs, ce qui se traduit, entre autres, par la synthèse d’une multitude de
protéines plasmatiques (ex: Œ- 1 -glycoprotéine (AGP)) appelées collectivement les
PPA positives (PPA(+)) (Baumann et Gauldie, 1994; Moshage, 1997). Elles
remplissent des fonctions variées comme la neutralisation des protéases
lysosomiques, la captation de déchets cellulaires plus ou moins toxiques (ion
superoxyde, cholestérol, fer), la participation au contrôle de la réaction inflammatoire
et la favorisation de la cicatrisation (Doré, 1994).
Les PPA(+)s peuvent être séparées en deux classes selon les médiateurs favorisant
leur synthèse (Baumann et Gauldie, 1994; Moshage, 1997). Les PPA(+)s de type I
incluent 1’AGP, les facteurs du complément, l’amyloïde sérique de type A, la protéine
C-réactive (humain), l’haptoglobine (rat) et les hémoplexines alors que les PPA(+)s
de type II incluent les trois chaînes du fibrinogène, l’haptoglobine (humain), l’Œl
antichymotrypsine, 1’ Œ 1 -antitrypsine, 1’ Œ2-antiplasmine et 1’ Œ2-macroglobuline (rat).
Bien que le rôle de l’AGP ne soit pas complètement défini, elle se distingue par ses
propriétés antithrombiques (Moshage, 1997) et certains effets immunomodulateurs
(Moshage, 1997; Foui-nier et coil., 2000). L’AGP s’avère d’ailleurs un marqueur de
choix en clinique pour suivre l’évolution de certaines maladies inflammatoires et
évaluer la progression de leurs traitements (Doré, 1994). Grâce à son caractère acide,
elle se lie de façon préférentielle aux médicaments basiques (MacKichan, 1984;
Israili et Dayton, 2001). En condition normale, la concentration d’AGP (0,5-1,5 g/L)
est de 30 fois inférieure à celle de l’albumine chez l’homme (Ciba-Geigy, 1984).
Ainsi, sa capacité de liaison est faible. Cependant, dans le cas d’une atteinte
inflammatoire, ses niveaux plasmatiques augmentent avec l’intensité des dommages
observés (Piafsky et coll., 1978). Dans cette situation, la liaison à l’AGP peut devenir
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aussi importante que celle à l’albumine pour les médicaments s’y liant de façon
préférentielle.
En revanche, les concentrations plasmatiques d’autres protéines sont diminuées lors
de l’inflammation, d’où leur désignation de PPAs négatives (PPA(-)s). Ceci
s’explique principalement par une biosynthèse diminuée ou qui ne compense pas leur
dégradation ou leur transfert vers la zone inflammée (Ramadori et Christ, 1999); c’est
le cas, notamment, de l’albumine et de la transfén-ine (Jusko et Gretch, 1976;
Cavaillon, 1993). La diminution de leur production favoriserait, entre autre, le
maintient de la pression oncotique. De surcroît, certaines études animales in vitro et
in vivo suggèrent que la synthèse hépatique d’albumine peut aussi être diminuée dans
le but de permettre au foie de déployer la machinerie transcriptionnelle nécessaire à la
synthèse des PPA(+)s (Ramadori et Christ, 1999).
2.4 LES MÉDIATEURS INFLAMMATOIRES
Les médiateurs inflammatoires jouent un râle important à chacune des étapes de la
réponse inflammatoire (initiation, amplification, entretien ou résolution, réparation).
Ils sont présents dans le plasma à titre de précurseurs (ex enzymes inactives) et dans
plusieurs types de cellules (ex leucocytes, plaquettes, cellules endothéliales et
mastocytes) où ils sont séquestrés à l’intérieur de vésicules (jréformés) ou synthétisés
de novo (néofonnés).
Les médiateurs préformés, rapidement disponibles, peuvent être activés dans le
plasma ou être libérés en totalité par les cellules ou les plaquettes après stimulation.
Ils apportent un effet rapide et immédiat. À titre d’exemple, citons les amines
vasoactives et chimiotactiques (ex: histamine, sérotonine) et les protéases à sérines
plasmatiques [ex : protéases du complément, protéase de la voie des kinines
(kallicréine) et les facteurs de la coagulation (ex: plasmine, Facteur XII)]. Pour leur
part, les métalloprotéases (ex s MIv[P) ou les protéases à sérine cellulaires (ex
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élastase) interviennent un peu plus tard dans le processus (Cotran et coil., 1999).
Certaines sont plutôt néoformées, dans les cellules ou le plasma, après stimulation
directe par le stimulus inflammatoire ou par un effecteur primaire ou secondaire (ex:
ldnines, cytokines, médiateurs lipidiques, le « platelet activating factor », les
prostaglandines, les thromboxanes et les radicaux libres oxygénés ou nitrés) (Cotran
et coll., 1999). La présente section insistera principalement sur certaines cytokines
pro-inflammatoires et le monoxyde d’azote.
2.4.1 LES CYTOMNES
Il y a plusieurs classes de cytokines incluant les chémokines, les interleukines (IL),
les facteurs de nécrose tumorale (TNF) et les interférons (IFN). Les
monocytes/macrophages sont les sources majeures de ces cytokines mais d’autres
cellules peuvent également participer à leur production (les neutrophiles, les
mastocytes, les cellules endothéliales). Ces cellules sont à la fois des émetteurs et des
récepteurs de signaux dépendant des chémokines et des cytokines.
Les cytokines et les chémoldnes ont la possibilité d’agir sur la croissance, la
différenciation, la migration et l’activation des cellules inflammatoires. Ces effets
peuvent s’exercer à proximité du site inflammatoire (action autocrine ou paracrine =
réaction inflammatoire locale) ou à distance (action endocrine = fièvre, production
hépatique des PPA(+)s). Pour une cellule donnée, une boucle autocrine d’activation
peut s’ajouter aux effets paracrines des médiateurs libérés par les cellules voisines
recrutées et/ou activées. Les capacités de redondance, de pléïotropisme et d’actions en
cascade expliquent les effets multiples de ces médiateurs (Cavaillon et Haefffier
Cavaillon, 1993; Cavaillon, 1993).
De façon générale, les cytokines possèdent des propriétés à la fois pro-inflammatoires
et anti-inflammatoires (Dinarello, 1997b; Kulmatycki et Jamali, 2001). À cause de
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leur rôle dans la mise en place des effets locaux et systémiques de l’inflammation,
seuls les aspects concernant les IL-ls, l’IL-6 et le TNF-Œ seront discutés.
2.4.1.1 Le TNF-Œ et 1’IL-113
Le TNF-a est une cytokine puissante qui exerce divers effets en stimulant une variété
de cellules (Bazzoni et Beutler, 1996). Les précurseurs membranaires et
cytoplasmiques du TNF-c possèdent déjà des propriétés pro-inflammatoires, mais la
forme sécrétée, plus puissante, exerce la majeure partie des effets autocrines et
paracrines (Decoster et coll., 1995). Le TNF-Œ mature est une protéine soluble
d’environ 17 kD composée de trois sous-unités identiques. Cette protéine est
principalement produite par les monocytes/macrophages en réponse à un stress
inflammatoire/infectieux, mais aussi par les lymphocytes, les cellules de Kupffer, les
mastocytes et les fibroblastes (Vilcek et Lee, 1991). Le TNF-Œ se lie à deux types de
récepteurs, le p55 et le p75, qui font partie d’une même famille de récepteurs de
surface de type immunoglobuline (Bazzoni et Beutler, 1996). Il contribue entre autres
à la phase d’initiation de l’inflammation en stimulant l’expression des molécules
d’adhésion à la surface des fibroblastes (Le et Vilcek, 1987; Cavaillon, 1993).
Tout comme pour le TNF-Œ, les macrophages/monocytes sont les principaux
producteurs d’ IL-1 s. Ces cytokines sont aussi produites par les cellules endothéliales,
les lymphocytes B et les lymphocytes T activés (Dinarello, 2000). Les IL-is sont des
agents chimiotactiques pour les monocytes et les neutrophiles. Les IL-is sont tout
d’abord syiithétisées sous forme d’un précurseur cytoplasmique (30 kD) qui, lorsque
scindé, libère l’IL-lŒ ou l’IL-113 (14-15 kD) (March et coll., 1985). Tant que les
cellules restent intactes, l’IL-lŒ mature reste intracellulaire alors que 1’IL-1f3 est
sécrétée. Les deux IL-ls agissent sur les mêmes récepteurs et ont essentiellement le
même profil pharmacologique (Dinarello, 1997a). Ces récepteurs de type 1(80 kD) et
type II (60-68k])) font partie d’une famille de récepteurs de surface de type
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immunoglobuline (Dinarello, 1992). Seuls les récepteurs de type I sont capables de
transmettre des signaux cellulaires (Oldenburg et col!., 1995).
Les gènes codant pour le TNF-a et les Ji-is sont activés par les mêmes signaux
(Dinarello, 1997b). Le TNF-cL et les IL-is agissent sur les cellules de façon
synergique et favorisent la sécrétion de cytokines de phase II comme l’IL-6 (Vanden
Berghe et coll., 2000). Que ce soit via une stimulation directe ou non, ces cytokines
sont responsables, entre autres, de la formation de médiateurs lipidiques et de la
libération de métalloprotéases et de radicaux libres (Dinarello, 2000; Choy et Panayi,
2001). Le TNF-cx et les IL-ls jouent un rôle central dans les processus inflammatoires
locaux et systémiques. Ils sont responsables, entre autres, de la fièvre, de la fatigue,
de l’inappétence, de l’adhésion intercellulaire et de la migration des cellules
immunitaires, de la production des PPA(+)s, d’enzymes protéolytiques et de
l’angiogénèse (Cavaillon et Haefffier-Cavaillon, 1993; Baumanri et Gauldie, 1994).
2.4.1.2 L’IL-6
Sous l’influence de l’IL-113 et du TNFŒ, de certains virus ou de LPS, l’IL-6 est
produite par un grand nombre de cellules (Vanden Berghe et coll., 2000). Ceci inclut
les monocytes/macrophages et les lymphocytes T, mais aussi des cellules non
immunitaires comme les fibroblastes et les cellules endothéliales (Wong et col!.,
1988; Van Snick, 1990). L’IL-6 est une protéine glycosylée de 22 à 27 kDa qui se lie
à un récepteur (IL-6R) composé d’une sous-unité JL-6Ra et de deux sous-unités f3 gp
130. Ensemble, ils constituent le complexe actif ligand-récepteur (Van $nick, 1990;
Kishimoto et coll., 1995; Hirano, 199$). L’IL-6 est le principal inducteur de la
synthèse des PPA(+)s (Cavaillon et Haefffier-Cavaillon, 1993). L’IL-6, reconnue
comme étant un faible stimulateur de production des cytokines, favorise la production
de l’ACTH et, le cas échéant, de glucocorticoïdes (Wong et Clark, 1988). L’IL-6 est
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un agent pyrogène qui, de pair avec l’IL-1f3 et le TNF-Œ, altère le centre de la
thermorégulation corporelle (Luheshi et cou., 1997).
2.4.1.3 Voie de signalisation des récepteurs de cytokines
Puisqu’une discussion détaillée des voies de signalisation des cytokines n’est pas
l’objet principal de cette thèse, un résumé simplifié insistant sur les événements clés
de celles-ci sera présenté dans cette section. II facilitera la compréhension des autres
sections et de la discussion.
L’activation des récepteurs associés aux IL-ls ou au TNF-Œ initie la conversion de la
sphingomyéline membranaire en céramide via la sphingomyélinase (Kishimoto et
cou., 1994; Kolesnick et Golde, 1994; Dinarello, 1997a). Par la suite, les protéines
kinases activées par ce phénomène empruntent plusieurs voies de signalisation
conduisant ultimement à l’activation et à la transiocation nucléaire du facteur AP-1
(activating protein-1; hétérodimère c-junlc-fos) et du facteur nucléaire NF-id3. Le
NF-icB est activé et transiocalisé au noyau après phosphorylation et dégradation de la
sous-unité inhibitrice hcB. Les IL-ls activent aussi la voie des «mitogen activated
kinases » (MAP)-kinase et, ultimement, le facteur de transcription «
CCAAT/Enhancer Binding Protein f3 » (NF-IL-6 ou C/EBPf3). À titre d’exemple,
plusieurs gènes associés aux PPAs de type I contiennent des éléments de réponse à
NF-iB, AP-1 et NF-IL-6 au niveau de leur promoteur (Kishimoto et cou., 1994;
Kolesnick et Golde, 1994; Dinarello, 1997a).
L’activation du complexe de récepteurs-IL-6 (IL-6R) stimule les tyrosines kinases de
type «janus activating kinase » (JAK) (Wegenka et cou., 1993; Kishimoto et coU.,
1994; Hirano, 1998). Subséquemment, ces protéines kinases activées phosphorylent
des résidus tyrosine présents sur des protéines de type « signal transducers and
activators of transcription » (STAT). Ceci conduit à leur homo et hétérodimérisation
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et leur transiocation nucléaire. Tout comme les IL-is, la formation du complexe IL
6R active aussi la voie des MAP-kinases. Cette voie relie donc les voies effectrices
des récepteurs des IL-is et de l’IL-6. À titre d’exemple, plusieurs gènes associés aux
PPAs de type II contiennent des éléments de réponse aux dimères STATs et à NF-IL
6 au niveau de leur promoteur (Hirano, 199$).
2.4.2 LE MONOXYDE D’AZOTE (NO)
Le monoxyde d’azote (NO) est un composé inorganique et gazeux dont les fonctions
prédominantes sont celles d’un messager et d’une molécule effectrice (Singh et
Evans, 1997). Chez les mammifères, le NO est synthétisé par une famille d’enzymes
désignées sous le nom de « nitric oxyde synthase » (NOS). Sa biosynthèse est
catalysée par un des trois isoformes NOS: NOSI (NOS neurone ou nNOS), NOSIII
(NOS endothéliale ou eNOS) ou NOSII (NOS inductible ou iNOS) (Knowles, 1996).
La forme induite est directement impliquée dans les phénomènes inflammatoires et
son activité est indépendante du calcium.
Le iNOS est présente dans plusieurs types de cellules et de tissus comme les
macrophages, les chondrocytes, les cellules de Kupffer, les hépatocytes et les
neutrophiles ($tuehr et Griffith, 1992). Le iNOS est induit en réponse à une variété
importante de stimuli, principalement les endotoxines (ex : LPS) et les médiateurs
proinflammatoires endogènes (Abramson et colI., 2001). La résistance aux bactéries
ou aux parasites est souvent attribuable à cette synthèse massive de NO formé grâce à
l’induction du iNOS par ces médiateurs (ex: IL-1, TNF-a, LPS) (MacMicking et
coll., 1997). Très réactif, le NO réagit avec l’oxygène ou avec des intermédiaires
réactifs de l’oxygène pour générer plusieurs intermédiaires azotés ou oxygénés à
caractère très oxydant. Ceci explique la plupart des effets toxiques attribuables au NO
lors de l’oxydation, la nitrosation et la nitration désignées, respectivement, sous le
nom de stress oxydatif, nitrosatif et nitratif (MacMicking et coll., 1997). En fonction
de l’étendue de ces réactions et de leur contrôle, leurs effets pourront être bénéfiques
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ou délétères. Lorsque produit en faible quantité, le NO agit principalement comme
messager et antioxydant (Liaudet et coil., 2000). La toxicité du NO provient
principalement de la quantité importante formée et de la présence d’espèces réactives
formées à partir de l’oxygène (ex: peroxydes, anion superoxyde). Les quantités de
NO formées suite à l’activation du iNOS sont suffisamment importantes pour pouvoir
être mesurées indirectement par la formation de produits de dégradation comme les
nitrates et les nitrites.
Parmi les médiateurs endogènes stimulant la production de NO, on compte les
cytokines proinflammatoires comme le TNf-Œ, l’IL-13 et l’IFN-y (MacMicking et
coll., 1997; Bingham, III, 2002). Ces derniers activent aussi l’expression génique de
iNOS. Bien que d’autres voies de signalisation puissent être impliquées,
l’augmentation de la transcription du iNOS se produit principalement par les voies de
signalisation des cytokines se liant aux récepteurs des IL-is et du TNF-a.
2.5 MODÈLES D’INFLAMMATION
2.5.1 MODÈLES DE RÉACTION INFLAMMATOIRE LOCALE AIGUÊ
ET CHRONIQUE
Chez l’animal, l’administration sous-cutanée d’agents irritants «stériles» provoque
une réaction inflammatoire locale soutenue pouvant évoluer vers un état
inflammatoire aigu. À ce titre, l’injection sous-cutanée de térébenthine représente un
modèle classique d’inflammation locale avec répercussions systémiques. Suite à son
administration chez le lapin, une lésion tissulaire locale caractéristique s’intalle et
évolue en l’espace de 24 à 48 heures, vers des manifestations systémiques telles que
la présence des PPA(+)s (Bleau et coll., 2000). Bien que l’IL-1f3 et le TNF-a puissent
être détectés dans le plasma ou le sérum suite à l’administration de térébenthine à des
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rats, les niveaux plasmatiques d’IL-6 sont en général plus élevés que ces deux
cytoldnes (Luheshi et coll., 1997).
Chez l’homme, une des conséquences majeures des désordres inflammatoires est la
mise en place de conditions inflammatoires chroniques comme l’arthrite. Chez le rat,
l’injection infra-plantaire ou intra-articulaire d’Adjuvant Complet de Freund (ACf),
une préparation huileuse contenant des fragments de mycobactéries (M butyricum ou
M tuberculosis) inactivés par la chaleur, entraîne une réaction inflammatoire locale
soutenue pouvant évoluer, en l’espace de deux semaines, vers un état inflammatoire
chronique ressemblant à celui observé chez les patients souffrant d’arthrite
rhumatoïde (Carlson et Jacobson, 1999). Ce modèle, longtemps utilisé pour
caractériser le mode d’action de certains agents anti-inflammatoires ou anti
rhumatoïdes, présente aussi des niveaux importants de cytokines et de chémokines
dans la circulation (Szekanecz et colL, 2000), des répercussions systémiques comme
la présence des PPAs ou des signes cliniques comme l’augmentation de la vitesse de
sédimentation des plaquettes (Lewis et coli., 1998b).
2.5.2 MODÈLES DE RÉACTION INFLAMMATOIRE SYSTÉMIQUE
L’ exemple le plus représentatif d’une réaction inflammatoire systémique est
probablement celle causée par l’administration d’un stimulus infectieux comme
l’endotoxine d’Escherichia cou (mieux connue sous le nom LPS) à des animaux. Le
LPS stimule directement les cellules comme les monocytes/macrophages présents au
niveau sanguin et dans les tissus bien vascularisés. Cette activation cellulaire est le
résultat, entre autres, de la formation du complexe LPS-LBP (LBP pour « LPS
binding protein ») (Schumann et Zweigner, 1999). Le LBP est un récepteur exprimé à
la surface des monocytes et des cellules de Kupffer, mais on le retrouve aussi au
niveau de cellules non immunitaires comme les hépatocytes. L’interaction entre le
récepteur et son ligand aboutit à la synthèse massive de médiateurs inflammatoires
tels que l’IL-l f3 et TNF-Œ et déclenche une multitude de mécanismes adaptatifs. Le
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TNFa et l’IL-113 stimulent leur propre libération, celle de l’IL-6, de l’INf-y et
activent une quantitié impressionnante d’enzymes et de synthétases provenant des
cellules inflammatoires ou environnantes.
Dans ces circonstances, la réaction peut évoluer vers une réponse inflammatoire
généralisée sévère. Elle se traduit par de la fièvre importante, une production massive
de PPA(+)s et peut conduire à des manifestations systémiques graves menant au choc
septique (Ramadori et Christ, 1999). Le LPS a aussi la capacité d’activer directement
les cellules de Kupffer présentes dans le foie et une réaction inflammatoire «locale»
est observée au voisinage des hépatocytes, ce qui n’est pas le cas lors d’une
inflammation locale à un site éloigné du foie. En raison de la redondance d’effets des
cytokines et de la quantité massive de médiateurs présents, la présence de l’IL-6 n’est
pas indispensable à la production de PPA(+)s dans ce modèle (Morgan, 1997).
2.6 MANIFESTATION CLINIQUE ASSOCIÉE À L’INFLAMMATION:
LA DOULEUR
2.6.1 DÉFINITIONS ET TYPES DE DOULEUR
Plusieurs processus sont associés à la douleur la nociception, la perception de la
douleur et une multitude de conséquences secondaires telles que la souffrance,
l’anxiété ou même la dépression (Loeser et Melzack, 1999). La nociception peut être
définie comme étant la détection d’un stimulus nocif par l’organisme et la
transmission subséquente de l’information encodée vers le cerveau; elle n’enclenche
pas nécessairement de la douleur (Julius et Basbaum, 2001). La douleur est
représentée par le processus de perception qui survient en réponse à la nociception.
De façon générale, la douleur est séparée en trois grandes catégories: la douleur
aigu, la douleur chronique et la douleur intermittente (Ashbum et Staats, 1999). Les
origines de la douleur chronique sont multiples, pouvant être inflammatoires,
neuropathiques ou cancéreuses. La douleur chronique est habituellement déclenchée
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par une blessure ou un état pathologique mais peut également être perpétuée par des
facteurs autres que ceux qui la causent.
2.6.2 PHYSIOLOGIE DE LA DOULEUR
La douleur aigu représente une réponse physiologique normale qui a pour fonction
de protéger l’organisme afin d’éviter des lésions tissulaires (Hunt et Mantyh, 2001).
Habituellement, les signes et symptômes émanant de tissus normaux exposés à un
stimulus de haute intensité reflètent bien l’intensité, la localisation et la
synchronisation du stimulus initial.
Les tissus cutanés ou somatiques profonds sont innervés par des neurones afférents
primaires qui synapsent avec des neurones de second ordre dans la corne dorsale de la
moelle épinière. Anatomiquement, il y a deux grands groupes de fibres sensorielles:
les fibres C non-myélinisées de faible diamètre et les fibres A myélinisées (Basbaum
et Jessell, 2000). Ces dernières peuvent à leur tour être divisées en deux sous-
populations qui répondent ou non à une stimulation nocive (Snider et McMahon,
199$). Les fibres de fort diamètre (AŒ et A13) sont impliquées principalement dans la
détection de stimuli non nocifs (toucher, proprioception) alors qu’une bonne partie
des fibres de faible diamètre (A faiblement myélinisées et C) sont nociceptives
(Schaible et Grubb, 1993). De façon traditionnelle, les fibres A sont associées à la
transmission de la douleur vive et aigu alors que les fibres C évoquent plutôt une
réponse faible, retardée et diffuse (Figure 5) (Basbaum et Jessell, 2000).
Par l’entremise de leurs terminaisons nerveuses libres, les fibres exprimant les
nocicepteurs répondent à une variété de stimuli nocifs intenses (thermiques,
chimiques ou mécaniques) et diffèrent de celles exprimant des récepteurs détectant
des stimuli inoffensifs de faible intensité (ex : fibres Af3) sur plusieurs aspects (Julius
et Basbaum, 2001). Par exemple, les fibres nociceptives répondent aux stimuli de
façon peu spécifique [polymodale (surtout les fibres C) ou non] avec un degré
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variable de sensibilité alors que les fibres A sont très sensibles, spécifiques et
s’adaptent rapidement à l’intensité du stimulus (Cesare et McNaughton, 1997).
Les afférences terminales des fibres sensorielles convertissent les stimuli nocifs en
activité électrique. Les potentiels d’action qui en résultent sont conduits jusqu’ à la
corne dorsale de la moelle épinière où l’information est transférée à d’autres neurones
présents à l’intérieur de structures spécifiques (ex : substantia gelatinosa). Ces
structures sont le point de relais entre les voies spinales et supraspinales ascendantes
et descendantes (Melzack et Wall, 1965). En condition normale, les fibres
nociceptives (A ou C) utilisent un neurotransmetteur excitateur, le glutamate, pour
acheminer le message nocif de la périphérie à la moelle épinière.
a b
Axones d’afférences primaires
FibresAaetAp
Myélinisées
Diamètre important
Propioception, toucher
Fibres A8
Faiblement myèlinisées
Diamètre intermédiaire Douleur primaire
Nociception (mécanique, thermale, chimique)
Fibres c Douleur secondaire
Non myélinisées
Faible diamètre
“N
Tempèrature, prurit
____________________________
Nociception (mécanique, thermale, chimique) Temps
(Adaptée de Julius et Basbaum, 2000)
Figure 5. Description des fibres sensorielles AcdI3, Aô et C (a), représentation
graphique simplifiée de leur vitesse de conduction et de leur rôle dans la transmission
de la douleur (b).
f3
M C
Temps
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Cette information sensorielle provenant de stimuli nocifs est alors relayée aux
structures supraspinales incluant le thalamus et le système limbique par les voies
spinothalamiques et spinobrachiales (Scholz et Woolf 2002). De puissants contrôles
internes sont présents à plusieurs niveaux, comme le démontrent les systèmes de
modulation des voies descendantes (Basbaum et Jessell, 2000). Les voies
descendantes ont aussi la capacité de moduler la transmission du signal nociceptif par
des effets inhibiteurs ou facilitateurs (Urban et Gebhart, 19995).
2.6.3 LA DOULEUR INFLAMMATOIRE
Bien que la douleur aigu disparaisse généralement peu de temps après l’événement
douloureux, cet état peut rapidement dégénérer en douleur persistante, voire même
chronique (Carr et Goudas, 1999). Ceci s’explique principalement soit par des
modifications (posttraductionelles et prétranscriptionnelles) du fonctionnement des
fibres nociceptives en présence d’un stimulus violent et délétère (ex : blessure avec
lésion), soit par un stimulus intense et persistant (ex : inflammation locale) (Schoiz et
Woolf 2002). Ces événements découlent d’une propriété du système nerveux central,
la neuroplasticité, qui lui permet de modifier et d’adapter ses fonctions face à une
condition physiopathologique donnée (Coderre et coll., 1993).
En présence de ces conditions physiopathologiques, la douleur peut alors survenir en
l’absence d’un stimulus externe, la réponse au stimulus nociceptif peut être exagérée
(hyperalgésie) ou un stimulus habituellement inoffensif peut produire de la douleur
(allodynie) (Basbaum et Woolf, 1999; Basbaum et Jesseil, 2000). Ces réponses sont
le résultat soit de la diminution du seuil de tolérance des nocicepteurs (sensibilisation
périphérique), soit d’une exagération (ou d’une déformation) du signal transmis à la
moelle épinière (sensibilisation centrale). Ces « exagérations » de la nociception
déclenchent une multitude de comportements adaptatifs comme la diminution de la
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mobilité ou l’évitement dans le but de favoriser la guérison (Urban et Gebhart,
1 999a).
2.6.3.1 Sensibilisation périphérique associée à l’inflammation
Lors d’un événement inflammatoire (blessure, pathologie ou fonctionnement anormal
d’un organe), l’atteinte tissulaire initie une réponse immunitaire locale soutenue par
de multiples médiateurs sécrétés par les cellules environnantes (cellules immunitaires,
fibroblastes, tissus vasculaires) (Figure 6). Les terminaisons nerveuses sont alors en
contact avec une «soupe inflammatoire» composée de différents médiateurs
inflammatoires (bradykinine, histamine, prostaglandines), d’ions algésiants (H et
K), de cytokines, de peptides, d’amines, de purines et de facteurs de croissance
(Boddeke, 2001; Schaible et coil., 2002).
Dès les premiers instants de l’événement inflammatoire, une partie de ces médiateurs
sensibilisent et activent directement les récepteurs présents au niveau des
terminaisons nerveuses, déclenchant une douleur spontanée. D’autres agissent
indirectement par l’intermédiaire de cellules inflammatoires qui vont sécréter à leur
tour des produits algésiants (Kidd et Urban, 2001). Un événement propre à la douleur
inflammatoire, la sensibilisation du système nerveux somatosensoriel, est déclenché
par un autre groupe de médiateurs qui fonctionnent de concert afin d’activer les voies
de signalisation de la douleur jusqu’à la guérison complète du tissu. Ces
modifications sont plus lentes et persistent plus longtemps. Elles requièrent des
processus comme le transport rétrograde du signal vers le corps cellulaire, l’activation
des cascades de transduction du signal, des changements transcriptionnels et le
transport orthograde des protéines vers les terminaisons centrales et périphériques
(Scholz et Woolf, 2002). Enfin, l’exposition à ces médiateurs biochimiques entraîne
l’activation de certaines fibres dites «dormantes », qui ne participent habituellement
pas à la nociception. Ces fibres changent alors de phénotype pour permettre la
transmission de la douleur (Loeser et Melzack, 1999).
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Suite à leur activation, les fibres nociceptives peuvent aussi libérer des
neurotransmetteurs et des peptides (ex : substance P, CGRP et ATP) à partir de leurs
terminaisons périphériques et centrales. De par leur fonctionnement, ces substances
contribuent à la production de la «soupe inflammatoire» périphérique en favorisant
la sécrétion de molécules à partir des cellules non neuronales environnantes et des
tissus vascularisés, un phénomène reconnu comme étant l’inflammation neurogénique
(Basbaum et Jesseil, 2000).
2.6.3.2 Sensibilisation centrale associée à l’inflammation
Bien que l’hypersensibilité résultant d’un stimulus inflammatoire soit largement
associée à la sensibilisation périphérique, d’autres mécanismes sont aussi impliqués.
En effet, l’activation persistante et répétitive des fibres afférentes primaires peut
produire des changements importants au niveau des fonctions et de l’activité des
neurones recevant l’input au niveau de la corne dorsale. Ceci peut débuter rapidement
par une modification post-traductionnelle dépendante de l’activité ou de la migration
de récepteurs ou de canaux ioniques vers la surface des terminaisons nerveuses.
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Dans certains cas, la sensibilisation centrale peut être soutenue par des changements
transcriptionnels ou par l’inactivation de répresseurs cellulaires. Enfin, comme au
niveau périphérique, la réaction immunitaire engendrée par l’activation des cellules
immunitaires centrales (cellules gliales) peut augmenter la nociception en favorisant
la sécrétion de cytokines (Watldns et colL, 2001).
Masttktesôû
Neutrophiles
(Adaptée de Julius et Basbaum, 2000)
Figure 6. Schématisation représentant les principaux médiateurs inflammatoires
impliqués dans la sensibilisation périphérique et neurogénique.
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2.6.4 MODÈLES DE DOULEUR INFLAMMATOIRE PERSISTANTE
OU CHRONIQUE UTILISANT L’ADJUVANT COMPLET DE
FREUND (ACF)
Plusieurs tests comportementaux peuvent être utilisés en laboratoire pour décrire
l’activité antinociceptive de nouvelles entités chimiques. Nous pouvons citer à titre
d’exemple le temps de retrait de la patte ou de la queue d’un animal suite à
l’application d’une pression, de chaleur ou de froid (Yaksh, 1999). Cependant, ces
modèles qualifient souvent une douleur de type aigu puisqu’ils ne mettent pas en
évidence d’hyperalgésie, d’allodynie ou d’hyperesthésie, habituellement présentes
chez les patients souffrants de douleurs inflammatoires persistantes ou chroniques
(Besson, 1999). Des modèles de douleur inflammatoire plus appropriés sont donc
nécessaires afin d’évaluer l’efficacité de ces nouvelles entités chimiques destinées à
soulager la douleur chronique.
Parmi les modèles de douleur inflammatoire chronique disponibles, notons
l’hyperalgésie induite par l’injection d’ACF dans la région plantaire de la patte arrière
d’un rat. Ce modèle est une variante courte du modèle d’arthrite induite par l’ACf
présenté précédemment dans la section 2.5.1 (Millan et coli., 1988; ladarola et coil.,
1988; Woolf et coll., 1997). La réaction inflammatoire locale suivant l’administration
d’ACF favorise la libération de médiateurs chimiques algésiants qui, éventuellement,
altéreront la fonction de fibres nociceptives (et donc les nocicepteurs) et intensifieront
ainsi la sensation de douleur.
Dans ce modèle, les rats reçoivent une injection intraplantaire d’ACF (50-100 ig)
dans la patte. En l’espace de quelques heures, l’animal développe une hyperalgésie
persistante qui pourra être réduite ou éliminée par l’administration judicieuse
d’analgésiques ou d’agents antalgiques (Fraser et coll., 2000a). Les animaux sont
testés (mesure de la pression nécessaire au retrait de la patte inflammée) sur une
période oscillant entre 24 et 72 heures suivant l’administration d’ACF. Cette période
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de temps est suffisante pour créer un état hyperalgésique mesurable et stable
(Yonehara et coll., 1997).
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3 L’INFLAMMATION ET LES CYTOCHROMES P450
3.1 EFfET DE L’INFLAMMATION SUR LE MÉTABOLISME ET LA
PHARMACOCINÉTIQUE DES MÉDICAMENTS CHEZ L’HOMME
ET LE RAT
Les premiers signes d’une interaction entre le système immunitaire et la
pharmacocinétique (et la pharmacodynamie) d’un médicament ont été rapportés en
1953. Des rats ayant reçu du bleu de trypan, un dépresseur du système réticulo
endothélial, montraient des temps de sommeil prolongés suite à l’administration de
phénobarbital (Beck et Whitehouse, 1974). D’autres études utilisant des stimuli
inflammatoires différents ont montré le même phénomène. Par exemple, une
augmentation du temps de sommeil était aussi observée dans le modèle d’arthrite
induite par l’ACF après l’administration de pentobarbital (Beck et Whitehouse, 1974).
Bien qu’un lien entre la diminution du métabolisme microsomal et l’augmentation du
temps de sommeil ait déjà été établi à cette époque, les bases pharmacocinétiques des
modifications observées chez le rat souffrant d’artlirite induite par l’ACF n’ont été
mises en évidence que beaucoup plus tard avec des médicaments comme la
cyclosporine et le propranolol (Bishop et coli., 1981; Pollock et coll., 1989; Piquette
Miller et Jamali, 1993). Le Tableau IX présente une liste d’études
pharmacocinétiques effectuées sur des modèles inflammatoires ou infectieux chez le
rat. Ce tableau montre que différents stimuli inflammatoires (térébenthine, ACF ou le
LPS) entraînent les mêmes modifications pharmacocinétiques chez le rat comme une
diminution de la clairance (CL) et du volume de distribution (V) et une augmentation
de la biodisponibilité orale (Forai). Puisque la majeure partie des médicaments étudiés
sont des bases faibles principalement éliminées par métabolisme hépatique, les causes
les plus probables de ces changements pharmacocinétiques sont des modifications de
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leur liaison aux protéines plasmatiques (PPAs, AGPs) et de leur métabolisme
hépatique.
Tableau IX. Impact de l’inflammation sur la pharmacocinétique (PK) de divers
médicaments chez le rat.
Stimulus Médicament EH* AGP Paramètres PKs Références
f CL V Fomi
Térében. Propranolol E Oui - -L (Belpaire et
coll., 1989)
I I (Jauregizar etLernsetron E Oui -
- --
cou., 2001)
• I I I A. (MatsushimaTamsulohn E Oui i I
et colI., 2000)
•
. (Belpaire etMetoprolol E Oui ->
coli., 1989)
A. (Belpaire etAntipyrine B Non
cou., 1989)
I (Pollock etACF Cyclosponne I --
-- cou., 1989)
(Bishop et
coil., 1981;
Propranolol E Oui
-- L÷-> L-> t Piquette
Miller et
Jamali, 1993)
HCQ I Oui L L -I-
-- J998)
LPS CUZ I Non
-> -L -- (Rockich etBlouin, 1999)
• I I A. (Laethem etVerapam;l E Oui
cou., 1994)
Propranolol E Oui L 1- t
*EH: coefficient d’extraction hépatique - E: élevé; I: intermédiaire; F: faible
AGP: liaison à 1’AGP
CHZ: Chiorzoxazone; HCQ: hydroxychioroquine; Téreben: térébenthine
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Ces observations peuvent être mises en parallèle avec des données cliniques obtenues
chez l’homme. Chez des sujets volontaires, l’administration de LPS conduit à une
diminution de la clairance de l’antipyrine, de l’hexobarbital et de la théophylline
(Shedlofsky et coll., 1994; Shedlofsky et coli., 1997). De plus, bien que les
modifications semblent moins dramatiques que chez le rat, la pharmacocinétique de
plusieurs médicaments comme le vérapamil ou le propranolol est altérée chez les
patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques telles que l’arthrite
rhumatoïde et la maladie de Crohn (Schneider et coli., 1981; Schneider et Bishop,
1982; Mayo et cou., 2000). Ainsi, l’humain pourrait présenter des modifications
pharmacocinétiques similaires au rat lors d’infections ou de maladies inflammatoires.
3.2 MODÈLES ANIMAUX D’INFLAMMATION ET D’INFECTION ET
IMPACT SUR LES CYPs
3.2.1 STIMULATION DES MACROPHAGES PÉRITONÉAUX
L’injection intra-péritonéale de célite, de sulfate de barium ou de kaolin, particules
irritantes qui stimulent les macrophages péritonéaux, entraîne une diminution du
contenu total en CYP dans les microsomes de rats (Sewer et cou., 1997).
3.2.2 INFLAMMATION LOCALISÉE AU NIVEAU D’UN SITE AUTRE
QUE LE FOIE
Chez le rat et le lapin, une chute importante du contenu total en CYPs est observée en
l’espace de 24 à 48 heures suivant l’administration sous-cutanée de térébenthine dans
la région dorsale (Morgan, 1989; El Kadi et Du Souich, 1998). Cette diminution a des
répercussions sur le métabolisme du propranolol, de la tolbutamide et de la lidocaïne
(Chindavijak et coil., 1988; Parent et coll., 1992). De même, le métabolisme du
propranolol est diminué dans les microsomes de foie de rats préparés 14 jours après
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l’administration d’ACF (Piquefte-Miller et Jamali, 1993). Enfin, les travaux de Toda
et cou. (1994) ont noté une diminution de plus de 75 % de la quantité totale de CYPs
et de l’activité de l’aminopyrine N-déméthylase dans les microsomes de foie de rats
traités avec une dose unique d’ACF 14 jours plus tôt.
3.2.3 INFECTIONS BACTÉRIENNES ET PARASITAIRES
Les travaux portant sur l’infection par différentes souches bactériennes ou
l’administration de toxines bactériennes indiquent que le métabolisme catalysé par les
CYPs est sévèrement compromis lors d’une infection bactérienne (Renton, 2001). À
cet égard, le LPS et l’exotoxine (hémolysine) de Listeria monocytogenes ont été les
plus étudiés, et semblent entraîner à la fois une réduction des quantités et de l’activité
des CYPs dans les microsomes hépatiques (Morgan, 1997). Enfin, la pneumonie à
Actinobacillus pleuropneuînoniae et l’administration de LPS diminuent l’activité des
CYPs dans les microsomes de foie de porcs (Monshouwer et cou., 1995a;
Monshouwer et coli., 1995b; Monshouwer et coli., 1996a).
Ces modifications ne se limitent pas aux infections bactériennes puisqu’une grande
variété d’infections parasitaires entraîne également une diminution du métabolisme
hépatique chez l’animal. L’infection à Plasmodium berghei, responsable d’une forme
de paludisme chez les rongeurs, cause aussi une diminution progressive du
métabolisme microsomal de plusieurs substrats des CYPs dont le métronidazole et la
caféine (Kokwaro et coll., 1993; Uhl et coli., 1999).
3.2.4 L’INFECTION VIRALE ET LES INDUCTEURS D’INTERFÉRON
Les études portant sur les virus de l’hépatite, l’influenza et le virus de
l’encéphalomyocardite montrent qu’ils possèdent tous la capacité de diminuer le
contenu et l’activité des CYPs (Renton, 2001). L’interféron et les inducteurs de
l’interféron, à l’instar d’une infection virale, sont également reconnus pour réduire le
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contenu hépatique en CYPs et l’activité des CYPs dans des modèles animaux (Renton
et Mannering, 1976).
3.3 EFFETS DE L’INFLAMMATION ET DE L’INFECTION SUR LES
CYPS INDIVIDUELS
L’ensemble des études présentées chez l’homme et l’animal suggère que l’état
inflammatoire ou infectieux conduit à une altération de la biotransformation et de
l’élimination des médicaments occasionnée par une modification de l’activité et du
contenu total en CYPs. Ces approches ont cependant le désavantage d’être peu
spécifiques et peu informatives quant aux isoformes affectés. Au contraire, des
méthodes de phénotypage plus spécifiques telles que les sondes métaboliques, les
anticorps spécifiques et la quantification d’ARNm sont des techniques beaucoup plus
informatives qui ont permis de mettre en évidence des tendances intéressantes.
Tout d’abord, indépendamment du stimulus inflammatoire ou infectieux initial, la
diminution de l’activité catalytique d’un isoforme spécifique est souvent
accompagnée ou précédée d’une diminution de son contenu hépatique ou de son
ARNm. Ces résultats ont été observés dans quelques études où diverses espèces ont
été traitées avec des stimuli aussi différents que le LPS, la térébenthine, la
carraghénine et les irritants péritonéaux (Tableau X) (Morgan, 1997).
En général, la quantité totale en CYPs mesurée par spectroscopie est moins affectée
que l’expression des CYPs mesurés individuellement (Morgan, 1989; Sewer et cou.,
1996; Morgan, 1997). Bien qu’une diminution de l’expression et de l’activité
métabolique de ces derniers soit la plupart du temps observée, il existe plusieurs
exemples où l’administration d’agents pro-inflammatoires n’affecte pas certains
CYPs et, à quelques rares occasions, en induit d’autres (Tableau X). Bien que toutes
les conditions expérimentales présentées dans le Tableau X montrent des effets
similaires sur les CYPs hépatiques, chacune de celles-ci présentent des différences
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autant au niveau qualitatif que quantitatif. Par exemple, l’étendue des modifications
obtenues après l’administration de LPS est beaucoup plus importante et plus rapide
que celle qui fait suite à l’administration de célite ou de térébenthine (Sewer et coll.,
1997). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’administration de LPS entraîne une
multitude de changements physiopathologiques qui ne correspondent pas à ceux
observés chez les animaux traités avec de la térébenthine ou avec des irritants
péritéonéaux (Moshage, 1997; Ramadori et Christ, 1999). En effet, les médiateurs
inflammatoires et la réaction systémique observée different de façon importante entre
ces modèles (voir Section II de ce Chapitre). Ainsi, il semble que le type
d’inflammation confère une certaine sélectivité quant à l’effet observé au niveau des
CYPs hépatiques.
L’intensité des modifications peut aussi varier en fonction de l’espèce animale
utilisée, du temps écoulé après l’administration du stimulus inflammatoire (phase
aigu ou chronique), de la dose administrée, de l’intensité de la réponse
inflammatoire, de la nature du stimulus, de l’isoforme visé et des mesures à l’état
basal ou induit (Morgan, 1997). L’ interprétation des résultats obtenus par différentes
études devient alors très compliquée, voire même impossible à comparer si leurs
conditions expérimentales diffèrent. Ceci montre la nature complexe et
multifactorielle des mécanismes engendrés par les phénomènes inflammatoires ou
infectieux.
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Tableau X. Effet de l’administration de différents stimuli inflammatoires sur
“ARNm, le contenu total ou spécifique des CYPs (ou leur activité correspondante).
Stimulus Espèce CYPs individuels Références
ARNm Protéine ou
Activité associée
LPS Rat CYP2C6, 2C7, L CYPs totaux, Morgan, 1993;
2C1 Ï, 2E1, 3A2, CYPÏA, 2Bl/2 Sewer et cou.,
2B 1/2 (induits) (constitutif et 1996; Khatsenko
induit), 2Cl 1, et Kikkawa, 1997;
2C12, 3A2 Ferrari et cou.
.I÷- CYP2E1 2001; Li-Master
et aL, 2002;
t 4Al, 4A2, 4A3 t 4A1/2, 4A3 Mitcheli et cou.,
t w-hydroxylase 2001
Souris Cyp2B9/10, L CYPs totaux, Li-Master et al.,
2B9 (induits) Cyp2B9/10, 2B9 2001
(induits)
Lapin
..I- Cyps totaux, Saitoh et cou.,
CYPYA, 2E1 et 1999
activités associées
Térébenthine Rat I’ CYP2C 11 .I- CYPs totaux, Morgan, 1989;
CYP2CÏ 1, 2C12 Wrigth et
Morgan, 1990
Lapin CYPs totaux, Bleau et al., 2000
CYPÏA1/2, 3A6
Carraghénine Rat .I- CYPs totaux, Muntané et cou.,
CYP2B,2D,2E1, 1995
3A et activités
associées
Irritants Rat ..1- CYP2C1 1 CYPs totaux, Sewer et al., 1996
péritonéaux ÷÷ CYP2EÏ, 3A2 CYP2CÏ1
(célite) <-> CYP2E1, 3A2
t 4A1, 4A2, 4A3 t 4A1/2, 4A3
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3.4 EFFETS DES CYTOMNES PRO-INFLAMMATOIRES SUR LES
CYPs
Plusieurs données expérimentales montrent l’implication des facteurs pro-
inflammatoires présents dans la circulation sanguine pour expliquer la diminution du
contenu en CYPs hépatiques. Par exemple, on observe que l’incubation d’hépatocytes
de lapin en présence de sérum de lapins traités avec de la térébenthine entame une
chute du contenu total en CYPs. Ceci n’est pas le cas avec des hépatocytes de lapin
incubés avec du plasma de lapins non traités (El Kadi et coll., 1997). Des conclusions
similaires ont été obtenues avec des hépatocytes de souris incubés en présence de
plasma de souris traitées avec du LPS (Ghezzi et coll., 1986).
Les travaux de Bleau et coll. (2001 et 2003) ont permis d’attribuer les modifications
observées dans les hépatocytes de lapins traités avec du plasma de lapin ayant reçu de
la térébenthine, à une fraction sérique dont le poids moléculaire correspond à celui
des cytokines plasmatiques ( 20 kD). Chez le rat et la souris, la chute de l’expression
et de l’activité des CYPs suite à l’administration d’agents infectieux ou
inflammatoires peut être mimée par l’administration de cytokines purifiées telles que
l’IL-l-Œ, IL-l3, l’IL-6 et le TNF-u (Tableau XI) (Poils et cou., 1990; Ferrari et cou.,
1993; Morgan et coll., 1994; Nadin et coll., 1995; Morgan, 1997; Kihara et coll.,
1998). Ces études suggèrent que chacun des CYPs individuels répond de façon
différente aux cytokines.
L’interprétation des résultats obtenus après injection de cytokines in vivo demeure
difficile puisque ces agents possèdent des propriétés pharmacocinétiques différentes
et sont caractérisés par une multitude d’effets indirects ou redondants. Par exemple,
les cytokines agissent sur l’axe hypothalomohypophysaire, ce qui entraîne une
altération de la sécrétion des glucocorticoïdes, des hormones thyroïdiennes ou de la
GH qui ont aussi le pouvoir de contrôler l’expression des CYPs, du moins chez le rat
(Morgan, 1997). L’utilisation de cellules hépatiques en culture offre la possibilité
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d’étudier directement l’effet d’hormones, de cytokines ou d’autres médiateurs de
l’inflammation sur l’expression et l’activité des CYPs. In vitro, l’incubation
d’hépatocytes humains ou de rats en présence de cytoldnes telles que l’IL-6, l’IL-l f3,
le TNF-cx ou les INFs conduit à une diminution du contenu total en CYPs et du
contenu de certains isoformes et de l’ARNm correspondant à certains CYPs (Morgan,
1991; Wright et Morgan, 1991; Chen et coll., 1995b; Abdel-Razzak et coll., 1995;
Muntane-Relat et cou., 1995; Carlson et Billings, 1996). Chez le rat, les données
obtenues in vitro reflètent assez bien les résultats in vivo et suggèrent une diminution
sélective de l’expression constitutive de certains CYPs ainsi que de leur niveau
d’ARNm.
La suppression des ARNm associés aux CYP1a2, CYP2a5 et CYP3a1 1 engendrée par
l’administration de térébenthine est complètement abolie chez les souris déficientes
en IL-6 (Siewert et coli., 2000). Bien que n’ayant pas été évaluée de façon
systématique, plusieurs études suggèrent que le profil plasmatique et/ou hépatique
des cytokines produit par différents états infectieux ou inflammatoires est variable.
Ainsi, d’autres études ont montré que ni l’élimination du gène de l’TL-6, ni celle des
récepteurs p55 ou p75 du TNF-Œ n’arrivent à abolir complètement, ni même
partiellement dans certains cas, l’effet produit par le LPS sur les CYPs suggérant la
contribution d’autres médiateurs que le TNF-Œ ou l’IL-6, possiblement l’]L-lf3
(Warren et coli., 1999; Siewert et coll., 2000).
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Tableau M. Effet des cytokines sur l’expression des CYPs hépatiques de rats
après administration in vivo à l’animal ou après incubation avec des
hépatocytes.
Cytokine Étude CYPs (individuels ou totaux) Références
ARNm Protéine ou
Activité associée
IL-la In vivo .I’ CYP1A2, ..I’ CYPs totaux, (Morgan et cou.,
2C11,2C12,2E1 CYPYA2,2E1, 1994)
2C11, 3A2
JL-l3 In vivo .I- CYPs totaux, (Pous et cou., 1990;
CYP2C6, 2C 11, Wright et Morgan,
2C12, 2C13, 2E1, 1991; Kihara et coiL,
3A2 1998)
-> CYP2A, 2B,
2C11,4A1
In vitro ‘J- CYP2CI 1, ‘J- CYP1A2, (Wright et Morgan,
2C12 2B1/2, 2C11, 1991; Chen et coil.,
2C12, 3A2 1995a; Carlson et
Billings, 1996)
IL-6 In vivo ‘J- CYP2C1I, ‘J- CYPs totaux, (Morgan et colI.,
2E1 CYP2C11 1994)
CYP3A2 -> CYP2E1,3A2
In vitro ‘J- CYP2C1 1, ‘J- CYP2B1/2, (Wright et Morgan,
2C12 2C11,2C12,3A2 1991;Carlsonet
Billings, 1996)
TNFcL In vivo ‘J- CYP2C1 1, ‘J- CYP totaux, (Pous et cou., 1990;
3A2 CYP2C1 1 et 3A2 Nadin et cou., 1995)
et activités
associées
In vitro
-J- CYP2B 1/2 et (Chen et coli.,
3A2; 1995b; Canson et
1÷> CYP2C1 1 Billings, 1996)
CYP1A2
WNy CYP1A2, (Chen et cou.,
2B1/2, 2C1 1, 3A2 1995b; Canson et
Billings, 1996)
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3.5 MÉCANISME DE SUPPRESSION DES CYPs EN CONDITIONS
INFLAMMATOIRES
Les hépatocytes en culture peuvent rarement reproduire l’expression stable des CYPs
à un niveau approchant celui du foie in vivo. De plus, bien que ces systèmes puissent
montrer qu’un isoforme particulier peut être affecté par une cytokine, la réponse peut
être différente de celle observée dans les hépatocytes in vivo. En revanche, les études
utilisant des systèmes in vitro (hépatocytes en culture ou les vecteurs d’expression)
permettent d’élucider les mécanismes de modification de l’expression des CYPs. La
Figure 7 présente un schéma résumant cette section basée essentiellement sur les
connaissances actuelles. Il est évident que plusieurs de ces mécanismes restent
hypothétiques.
3.5.1 MÉCANISMES PRÉ-TRADUCTIONNELS DE RÉGULATION DES
CYPS
La régulation négative des CYPs par les cytokines ou les stimuli inflammatoires
débute habituellement par une diminution des ARNm correspondant à ces enzymes
(Morgan, 1997). Le degré de diminution de la transcription est souvent suffisant pour
expliquer la baisse de la quantité de protéine ou d’activité enzymatique mesurée. Ceci
implique que le mécanisme principal de régulation suppressive aurait une origine
prétraductionnelle.
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Figure 7. Schéma représentant la complexité des mécanismes prétraductionnels ou
posttraductionnels de suppression de l’expression et de l’activité des CYPs en
conditions inflammatoires.
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3.5.1.1 Au niveau transcriptionnet
3.5.1.1.1 Cytokines pro-inflammatoires
En raison du rôle des cytokines dans la chute du contenu en CYPs, les mécanismes
impliquant ces dernières et leurs voies de signalisation ont été les plus étudiés jusqu’à
maintenant. Ces voies sont très complexes, impliquent plusieurs messagers
secondaires et sont souvent redondantes, ce qui complique l’interprétation des
résultats observés dans la littérature. Bien que le nombre d’études soit très limité, la
contribution de facteurs de transcription activés par les cytokines explique sûrement
la diversité des réponses observées avec chacun des CYPs.
Ainsi, le CYP2C 11 présente un élément de liaison pour NF-iB, un facteur reconnu
pour être activé par l’IL-l et le TNF-u (Iber et coll., 2000). L’activation du NF-icB
par l’IL-l F inhibe la liaison des éléments de transcription génique et par conséquent
la synthèse du CYP2C1 1. Cependant, rien n’indique que le NF-icB soit impliqué dans
le contrôle de l’expression d’autres CYPs, puisque jusqu’à maintenant, la région de
liaison au NF-icB n’a été identifiée que sur le promoteur du gène associé au
CYP2C1 1 (Iber et coil., 2000). Parmi les messagers activés par l’IL-l et pouvant
activer le NF-icB, seules les céramides formées à partir des sphingomyélinases ont
montré une activité sur le CYP2C1 1 (Figure 7) (Chen et cou., 1995a; Morgan et coil.,
1996).
Il semble qu’in vitro, des voies de signalisation multiples impliquant une ou plusieurs
cytokines soient requises pour permettre une inhibition comparable à celle obtenue in
vivo après l’injection de cytokines ou d’agents proinflammatoires. En raison de leur
rôle dans l’induction des PPAs par les cytokines proinflammatoires, les protéines de
la famille JAK (STATs) et MAP kinases (C/EBP5) représentent des voies
supplémentaires de transduction des signaux cellulaires (Figure 7) (Moshage, 1997;
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Morgan, 1997). Des facteurs de transcription tels que les dimères de STAT ont été
proposés pour l’inactivation des CYPs par IL-6 et l’INFy (Morgan, 1997). Cependant,
bien que l’LL-6 soit reconnue pour activer les membres des familles STATs et
C/EBPs, des études in vitro suggèrent que seule la voie des C/EBPs, et plus
précisement le C/EBPI3-LW, soit impliquée dans la suppression génique du CYP3A4
humain (Jover et col!., 2002).
Selon Morel et Barouki (1998), la suppression du CYP lAi par le TNF-cL se ferait par
l’entremise d’AP-i. In vitro, dans les hépatocytes de souris et in vivo, chez le rat,
d’autres facteurs nucléaires activateurs comme le « hepatocyte nuclear factor 1 cx »
(HFN-lu) voient leurs quantités diminuées en présence de LPS ou de cytokines (Roe
et col!., 2001; Hakkola et col!., 2003). Cette diminution est elle-même associée à une
réduction de la transcription du CYP2E 1.
Enfin, un autre élément de régulation inhibiteur, c-myc, activé en présence d’IL-2,
provoquerait indirectement une chute importante du CYP2C 11 et du CYP3A2 dans
les hépatocytes de rat (Tinel et cou., 1999). Ce mécanisme pourrait toujours prévaloir
dans les hépatocytes lorsque ceux-ci sont mis en présence de cytoldnes
proinflammatoires comme l’TL-6, l’IL-l f et le TNF-cx, car celles-ci ont le pouvoir
d’activer c-myc. In vitro, la suppression des CYPs par les IFNs est complètement
abolie en présence d’inhibiteurs de la synthèse protéique, suggérant que cette
cytokine nécessite la synthèse de protéines, qui sont vraisemblablement des facteurs
de transcription (Moochhala et Renton, 1991).
3.5.1.1.2 Autres voïes et éléments de régulation
Bien qu’elles soient reconnues à titre de médiateurs clés de la répression génique des
CYPs, les cytokines ne sont pas les seuls responsables de ce phénomène. En effet,
d’autres mécanismes plus ou moins indépendants agissent de concert avec les
$1
cytokines dans le but de contribuer à la suppression des CYPs. Par exemple, en
étudiant l’induction des CYP4As chez le rat Fischer 344, il a été suggéré que le
récepteur PPARŒ serait induit suite à l’administration de LPS (Sewer et coil., 1997).
Ce récepteur nucléaire agit notamment à titre d’agent régulateur du catabolisme des
acides gras en réponse au jeûne et au stress. Chez des souris n’exprimant pas le
facteur nucléaire PPARc, il a été montré que le PPARŒ est responsable de
l’induction des Cyp4as engendrée par le LPS, mais qu’il est aussi impliqué dans la
suppression de l’ARNm du Cyp2a5, du Cyp2c29 et du Cyp3al 1 (Barclay et cou.,
1999). En effet, son absence prévient partiellement la diminution de leur contenu
dans le foie de souris ayant reçu une dose de LPS.
Les glucocorticoïdes sont produits lors d’une réaction de stress ou d’une atteinte
inflammatoire. Les glucocorticoïdes pourraient aussi être impliqués, puisque des
doses de dexaméthazone (correspondant à des doses de stress) réduisent l’expression
du CYP2C11 de façon importante (Iber et coll., 1997; Iber et coll., 1999). Cependant,
le mécanisme par lequel la dexamétasone provoque une diminution de l’expression
génique du CYP2C1 1 demeure encore inconnu. Le glucagon et l’épinéphrine (aussi
augmentés en situation de stress et d’inflammation) provoquent une augmentation
d’AMPc et une augmentation subséquente de l’activité des PKA qui à leur tour
entraînent une suppression de l’ARNm du CYP2C11 (Iber et coli., 2001).
Quelques études suggèrent aussi un rôle pour les radicaux libres provenant de
l’oxygène (ex : peroxydes, anion superoxyde) et produits lors de l’état inflammatoire
pour expliquer la suppression génique de certains CYPs (Morel et Barouki, 1998; El
Kadi et cou., 2000; Barouki et Morel, 2001). En effet, le stress oxydatif entraîne une
diminution du contenu en ARMm du CYP1A1 et du CYP1A2 dans les hépatocytes
isolés de rat (Barker et colÏ., 1994). Dans les hépatocytes humains incubés en
présence de TNF-Œ, la diminution de synthèse du CYP lAi serait liée à la sensibilité
d’un facteur nucléaire (NF-1) au stress oxydatif engendré par le TNF-a (Morel et
Barouki, 1998). En accord avec ces découvertes, l’incubation d’hépatocytes de lapins
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normaux en présence de sérum de lapins traités avec de la térébenthine provoque une
chute du contenu en CYPs totaux, du métabolisme de la théophylline et une
augmentation de la péroxydation des lipides (E! Kadi et cou., 1997). La chute du
contenu en CYPs hépatiques totaux est abolie en présence d’agents anti-oxydants.
3.5.1.2 Au niveau posttranscriptionnel
Wright et Morgan ont été les premiers à mettre en évidence la suppression complète
de la transcription génique du CYP2C 11 suite à un traitement avec de la térébenthine
ou du LPS (Wright et Morgan, 1990). Ces derniers notèrent cependant qu’un arrêt
instantané de la transcription ne pouvait expliquer à lui seul la chute extrêmement
rapide du contenu en ARNm observée chez les rats traités avec le LPS
(—S
10 % de la
valeur du contrôle après 12 heures) puisque la demi-vie de 1’ARNm correspondant au
CYP2C1 1 est d’environ 9,8 heures dans les hépatocytes de rat (Morgan, 1989). Ainsi,
un processus supplémentaire par lequel le contenu en ARNm diminue devait exister.
En réponse à cette hypothèse, Delaporte et Renton (1997) ont montré que les
inducteurs d’IFN causaient une diminution de la transcription génique et une
augmentation de la dégradation de “ARNm du CYP1A1 in vivo. En conséquence, ces
études suggèrent que les pertes additives de transcription et l’augmentation de la
dégradation d’ARNm pourraient, ensemble, contribuer à la chute importante du
contenu de certains isoformes.
3.5.2 MÉCANISMES POSTTRADUCIIONNELS DE RÉGULATION
DES CYPs
Bien que le degré de diminution de la transcription soit souvent suffisant pour
expliquer la baisse de la quantité de protéines, il existe certaines situations spécifiques
où la diminution du contenu protéique ou de l’activité enzymatique n’est pas associée
à une chute proportionnelle du contenu en ARNm et/ou en protéine. Par exemple,
chez le rat traité avec du LPS, la chute du contenu en CYP2C12 est trop rapide pour
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être expliquée uniquement par une diminution du contenu en ARNm (Wright et
Morgan, 1990). Plusieurs mécanismes théoriques ont été proposés pour expliquer ces
modifications posttraductionnelles comme la dégradation accrue de la protéine ou
l’inactivation directe ou indirecte de l’activité catalytique de la protéine. Par exemple,
l’administration d’un inducteur d’WN favorise la dégradation des CYPs pour une
courte période. Cependant, cette période est suivie d’une étape de stabilisation
(Gooderham et Mannering, 1986).
3.5.3 CHUTE DU CONTENU EN CYPs HÉPATIQUES ET MONOXYDE
D’AZOTE
Plusieurs études ont suggéré que le NO formé localement dans les hépatocytes ou
dans les cellules de Kupffer contribuerait directement ou indirectement à la
suppression du contenu et de l’activité des CYPs hépatiques suite à l’activation du
iNOS en réponse à un stimulus inflammatoire systémique comme le LPS (Khatsenko
et Kikkawa, 1997; Khatsenko et coll., 1997; Khatsenko, 1998). Ce sujet a fait l’objet
de plusieurs revues de littérature et continue à susciter un intérêt certain pour les
chercheurs impliqués dans le domaine (Morgan, 1997; Iber et coli., 1999; Cheng et
Morgan, 2001; Morgan, 2001; Renton, 2001; Morgan et coll., 2002). Puisque son
action sur les CYPs est identifiée à des mécanismes à la fois pré et posttraductionnels
et en raison des controverses entourant ces derniers, le NO et ses effets sur les CYPs
sont traités séparément.
Le rôle du NO dans l’inhibition de l’activité des CYPs est bien connu. Cette petite
molécule a la capacité de se lier aux hémoprotéines et est capable d’inhiber les CYPs
(Wink et coll., 1993). En effet, le NO, les péroxynitrites et les donneurs de NO ont
tous montré une capacité à inhiber l’activité catalytique associée au CYPs dans les
microsomes de foie. L’inhibition se produirait à la fois de façon réversible (liaison à
l’hème) et de façon irréversible au niveau de résidus protéiques du site actif des CYPs
(Wink et coll., 1993). En accord avec ces observations, les inhibiteurs de NOS
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atténuent ou bloquent complètement la chute de certaines activités dépendantes des
CYPs dans les hépatocytes humains (Donato et coiL, 1997) et de rat en culture
(Stadier et coiL, 1994; Osawa et cou., 1995) et chez le rat in vivo (Khatsenko et
Kikkawa, 1997; Khatsenko et cou., 1997; Khatsenko, 1998). Une telle inhibition sera
dépendante, d’une part, de la sensibilité des CYPs et, d’autre part, du type de réaction
inflammatoire capable fournir une quantité appréciable de NO au niveau hépatique
(Morgan, 1997; Sewer et cou., 1997).
Alors qu’un premier mécanisme posttraductionnel est bien accepté, d’autres plus
controversés proposent la contribution du NO dans la répression génique ou encore
dans la modification de la stabilité de la protéine via la nitration d’une tyrosine, la S
nitrosylation ou l’oxydation des thiols par les peroxynitirites formés à partir du NO
(Khatsenko et Kikkawa, 1997; Roberts et coil., 199$; Liaudet et coll., 2000; Morgan
et coli., 2002). Ces mécanismes conduiraient ainsi à une diminution de l’activité
enzymatique. Théoriquement, le NO produit via le iNOS pourrait entraîner
l’activation de facteurs de transcription impliqués dans la répression génique des
CYPs. En accord avec cette proposition, des chercheurs ont montré que les
inhibiteurs des NOS (N(G)-nitro L-arginine methyl ester et aminoguanidine),
atténuaient de façon significative la chute de l’activité et/ou du contenu en protéine
et/ou en ARNm des CYP1A, CYP2B, CYP2C1 1 et CYP3A hépatiques engendré par
l’administration de LP$ à des rats (Khatsenko et Kikkawa, 1997; Khatsenko et cou.,
1997; Khatsenko, 1998). D’autres résultats obtenus avec des hépatocytes de rats
traités avec des doses importantes de LPS, montrent que, à court terme, le contenu et
l’activité inductible du CYP2B1/2 (et non l’ARNm) sont rapidement diminués et que
cette diminution dépend du NO (Ferrari et cou., 2001). Ceci laisse supposer qu’à
court terme, les processus de dégradation du CYP2B1/2 sont particulièrement
sensibles aux modifications des concentrations du NO.
Chez le rat ou dans les hépatocytes de rats traités avec du LPS, la diminution du
contenu en ARNm et en protéine de certains CYPs (CYP3A2, CYP2E1 et CYP2C1 1)
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n’est pas affectée par l’administration d’inhibiteurs des NOS (Sewer et Morgan,
1998; Sewer et Morgan, 1997). En accord avec ces données, la chute de l’ARNm et du
contenu spécifique en Cyp2b, Cyp3a, Cyp2el et Cyp2c engendrée par
l’administration de LPS n’est pas affectée chez les souris n’exprimant pas le iNOS
(Sewer et cou., 1998; Li-Masters et Morgan, 2002). In vitro, dans les hépatocytes de
porc, une inhibition complète des NOS n’a eu aucun effet sur la chute du contenu en
CYPs en réponse à l’IL-f I, au TNF-a. ou à Y’IL-6 (Monshouwer et cou., 1996b). À la
lumière de ces résultats, il devient de plus en plus apparent que la répression génique
et la chute du contenu spécifique de la plupart des familles de CYPs (à l’exception
peut-être des CYP2Bs) soit indépendante du NO chez les rongeurs traités avec le LPS
(Sewer et Morgan, 1998; Sewer et Morgan, 1997; Sewer et coiL, 1998).
$6
4 LES AGONISTES DES RÉCEPTEURS OPIOÏDES
4.1 HISTORIQUE ET DÉFINITIONS
L’opium est reconnu depuis des milliers d’années pour ses propriétés euphorisantes et
sa capacité à soulager la douleur. Son utilisation remonte à plus de 5000 ans avant
J.C. alors que les Sumériens cultivaient le pavot et l’extrayaient à des fins
médicinales et religieuses. La morphine, un alcaloïde naturel contenu dans cet extrait,
est le principal responsable de ces effets. Le terme «opiacé» désigne principalement
les molécules provenant de l’opium comme la morphine et la codéine. Pour sa part, le
terme «opioïde» est plus large et s’applique à tout agoniste ou antagoniste des
récepteurs opioïdes, tels que les dérivés de l’opium, les dérivés non peptidiques semi
synthétiques, les dérivés non peptidiques synthétiques, les composés endogènes et les
peptides synthétiques.
4.2 LES PRINCIPAUX RÉCEPTEURS OPIOÏDES
4.2.1 CLASSIFICATION
On considère aujourd’hui qu’il existe au moins trois types de récepteurs
opioïdergiques : t (mu), K (kappa) et (delta), que l’on retrouve chez la plupart des
mammiferes comme l’homme, le rat et la souris (Piros et col!., 1996; Bovili, 1997).
La classification des récepteurs opioïdes a subi de multiples changements au cours
des dernières décennies (Dhawan et coll., 1996). Désignés initialement par les lettres
ic et , ces récepteurs ont été rebaptisés par les abréviations MOR, KOR et DOR,
suite à leur clonage par les biologistes moléculaires (Tableau XII). Dans le but
d’adapter la nomenclature aux progrès de la biologie moléculaire, les
recommandations de l’International Union of Pharmacology (IIJPHAR) proposent
que les récepteurs j.i, ic et 3 soient maintenant appelés 0P3, 0P2 et 0P1. Cependant,
87
puisque cette dernière nomenclature des récepteurs opioïdes demeure controversée,
cette thèse conservera la nomenclature pharmacologique classique.
Tableau XII. Nomenclature des récepteurs opioïdes.
Pharmacologique Biologique* IUPHAR
DOR 0P1
KOR 0P2
MOR 0P3
* DOR: d pour canal déférent; KOR: k pour kétacyclazocine; MOR : m pour morphine
** 1UPHAR: classification selon l’ordre chronologique de clonage.
4.2.2 DESCRIPTION ET MÉCANISME D’ACTION CELLULAIRE
Les trois récepteurs opioïdes, clonés au début des années 90, présentent une structure
protéique hautement homologue et une organisation génomique quasi-identique
(Kieffer, 1995). Ces observations suggèrent qu’ils ont évolué à partir d’ancêtres
communs. Les récepteurs opioïdes font partie de la grande famille des récepteurs
membranaires couplés aux protéines G et partagent un mécanisme de transmission du
signal pharmacologique très similaire (Piros et col!., 1996; Bovill, 1997). En plus
d’être couplés de façon négative à l’adenylate cyclase (diminution d’AMPc), ces
récepteurs favorisent l’ouverture des canaux potassiques et bloquent les canaux
calciques de type N (Kieffer, 1995; Satoh et Minami, 1995; Connor et Christie, 1999;
Sanchez-Blazquez et coll., 2001). Schématiquement, l’action des agonistes
opioïdergiques endogènes ou exogènes sur leurs récepteurs se traduit par une
hyperpolarisation membranaire qui tend à inhiber les fonctions cellulaires. Ce
mécanisme d’action est responsable de leur action inhibitrice sur l’excitabilité
neuronale et notamment sur la transmission des messages nociceptifs.
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4.2.3 DISTRIBUTION TISSULAIRE
Les récepteurs opioïdes et leurs ligands endogènes sont présents au niveau de régions
clés du système nerveux, ce qui leur permet, entre autres, de moduler la transmission
et la perception de la douleur. Bien que la plupart des données actuelles proviennent
d’études effectuées chez l’animal, les agonistes opioïdes ont un site d’action
principalement spinal et supraspinal (Mansour et coll., 1995). Au niveau supraspinal,
les récepteurs opioïdes p., 6 et K et leurs ligands endogènes sont retrouvés dans
plusieurs régions du cerveau dont la substance grise péri-aqueducale, le locus
coereleus, la substance noire, le bulbe rachidien, le cortex cérébral, le système
limbique et le thalamus (Yoburn et coll., 1991; George et coll., 1994; Mansour et
coll., 1995; Sim et Childers, 1997; Peckys et Landwehrmeyer, 1999; Xia et Haddad,
2001).
Les récepteurs opioïdes et leurs ligands endogènes sont aussi présents au niveau
spinal. Dans la moelle épinière, la plus haute densité de récepteurs opiacés est
retrouvée au niveau des Ïaminae I et II et au niveau de la substantia gelatinosa de la
corne dorsale. Les récepteurs p. et ic sont présents dans les couches superficielles, en
particulier dans la substantia geÏatinosa, où se terminent la plupart des fibres
afférentes périphériques de faible diamètre qui transmettent les messages nociceptifs.
En revanche, les récepteurs 6 se retrouvent non seulement dans les couches
superficielles de la corne dorsale mais aussi dans les couches profondes et au niveau
la corne ventrale (Besse et coll., 1990; Mansour et coll., 1995). De façon générale, ce
sont les récepteurs p. qui sont les plus abondants dans la moelle épinière, du moins
chez les rongeurs. Ces récepteurs sont présents autant au niveau pré-synaptique que
post-synaptique et jouent un rôle important dans le contrôle de la transmission
d’influx nocif provenant des afférences périphériques (Abbadie et coll., 2002).
De récentes études évoquent également une action périphérique des récepteurs
opiacés (Stem et coll., 2001). En effet, des récepteurs opioïdes (p., 6 et ic) ont été
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retrouvés au niveau du système nerveux périphérique chez plusieurs espèces animales
incluant le rat (Stem, 2003). De plus, plusieurs études démontrent que les récepteurs
opioïdes et leurs ligands sont exprimés par différentes cellules immunitaires
(McCarthy et cou., 2001).
4.2.4 LIGANDS ENDOGÈNES
Les récepteurs opioïdes sont la cible de neuropeptides dérivés de trois précurseurs
protéiques distincts, la pro-enképhaline, la pro-dynorphine et la pro
opiomélanocortine (Akil et cou., 1998). Ces peptides sont synthétisés, d’une part,
directement par des cellules exprimant le récepteur ou, d’autre part, par des cellules
dont les terminaisons se retrouvent à proximité des fibres contenant ces récepteurs (ex
intemeurones, projections neuronales, etc.). La maturation de la pro-enképhaline et
de la pro-dynorphine conduit à l’expression d’une multitude de copies d’enképhalines
(Met et Leu-enképhaline) et de dynorphines. En plus d’autres peptides
biologiquement actifs (ex : ACTH), le gène codant pour la pro-opiomélanocortine
conduit à la formation de 3-endorpbine (Vaccarino et Kastin, 2000). Bien qu’ils
soient structurellement différents, ces peptides montrent un motif commun au niveau
N-terminal —Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/Leu
— indispensable à l’activation des récepteurs
opioïdes (Alcil et cou., 1998). Des données récentes suggèrent la présence d’une autre
classe de peptides, les endomorphines (Tyr-Pro-Trp/Phe-Phe-NIT2), qui se lieraient de
façon spécifique au récepteur jt (Zadina et cou., 1997). Comme les endomorphines, la
r-endorphine et les enképhalines exerceraient aussi leurs actions via le récepteur t
(Vaccarino et Kastin, 2000). Le récepteur 6 intervient aussi dans les effets associés
aux enképhalines et, possiblement, à la f3-endorphine. Pour leur part, les récepteurs K
sont impliqués majoritairement dans l’action pharmacologique des dynorphines.
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4.2.5 EFFETS PHARMACOLOGIQUES ASSOCIÉS À L’ACTIVATION
DES RÉCEPTEURS OPIOÏDES
Bien que les récepteurs opioïdes possèdent quelques caractéristiques
pharmacologiques qui se chevauchent, ils peuvent être distingués par certaines de
leurs fonctions physiologiques. En effet, des études pharmacologiques chez les
animaux de laboratoire, notamment chez les souris n’exprimant pas le gène d’un ou
plusieurs récepteurs opioïdes, ont permis de mettre en évidence le rôle des trois
récepteurs dans la douleur et leur potentiel thérapeutique pour d’autres indications
cliniques (Kieffer, 1999; Filliol et coll., 2000; Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2002;
Kieffer et Gaveriaux-Ruff, 2002). Le Tableau XIII présente les principales réponses
pharmacologiques associées à l’activation des récepteurs t, 6 et K suite à
l’administration d’ agonistes jugés spécifiques.
4.2.6 RÔLE DES RÉCEPTEURS OPIOÏDES DANS LE CONTRÔLE DE
LA DOULEUR D’ORIGINE INFLAMMATOIRE
Lors de la réaction inflammatoire, les médiateurs libérés par les cellules immunitaires
favoriseraient la synthèse endogène des ligands et des récepteurs opioïdes et
activeraient leur migration (rétrograde et antérograde) à l’intérieur des fibres
nociceptives cutanées au niveau du site inflammé (Stem, 2003). Par exemple, chez le
rat, il a été démontré qu’il y a une augmentation de la synthèse du récepteur 6 et une
présence accrue au niveau des terminaisons axonales des fibres nociceptives spinales,
72 heures après l’administration d’une dose unique d’ACF (Cahill et coll., 2003).
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Tableau XIII. Principaux effets (+ : positifs; - : négatifs) des agonistes des récepteurs
opioïdes.
Récepteurs Réponses pharmacologiques
+ : Analgésie
- : Dépression respiratoire, myosis, euphorie, réduction de la
motilité gastro-intestinale, sédation, tolérance et dépendance
physique
+ : Analgésie
- : Sédation, myosis, dysphorie
+ : Analgésie, anxiolytique et anti-dépresseur
- : Hyperactivité, convulsion et tolérance
D’après Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2002.
Les réponses pharmacologiques en caractères gras représentent les effets les plus
caractéristiques du récepteur donné.
4.3 LIGANDS SYNTHÉTIQUES DES RECEPTEURS ONOÏDES
4.3.1 DIFFÉRENTS TYPES DE LIGANDS SYNTHÉTIQUES DES
RÉCEPTEURS OPIOÏDES
Les ligands synthétiques des récepteurs opioïdes peuvent être séparés en deux
grandes catégories: les ligands peptidiques et les ligands non peptidiques (Tableau
XIV). Les ligands peptidiques sont pour la plupart très sélectifs. Ceci s’explique
principalement par le fait qu’ils sont des analogues de structure des ligands
endogènes ou qu’ils ont été synthétisés suite à des études de modélisation de ces
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récepteurs (Schiller, 1991; Schiller et cou., 1993). Cependant, l’utilisation de ces
peptides à titre d’agent thérapeutique est souvent impossible par voie systémique ou
orale, principalement en raison de leurs propriétés pharmacocinétiques
désavantageuses (ex : demi-vie plasmatique courte, efflux actif, instabilité en milieu
acide) qui rendent leur passage au niveau de leur site d’action très difficile (Chen et
Pollack, 1997; Gentry et coll., 1999; Dagenais et coll., 2001). Par conséquent, les
agonistes peptidiques synthétiques sont souvent administrés au niveau de leur site
d’action (ex au niveau central) afin d’engendrer la réponse pharmacologique
désirée. De par leur grande sélectivité, ces composés sont souvent peu toxiques,
même après administration intrathécale ou intracérébroventriculaire (Hruby et Agnes,
1999). Malheureusement, leur synthèse complexe et coûteuse décourage souvent les
investisseurs et justifie rarement leur utilisation clinique. Pour cette raison,
l’utilisation des peptides synthétiques est souvent réservée pour la caractérisation
mécanistique des récepteurs opioïdes in vitro et in vivo dans un contexte préclinique.
En revanche, les ligands non peptidiques des récepteurs opioïdes possèdent des
propriétés physico-chimiques leur permettant d’avoir un potentiel thérapeutique et
économique important (Silverman, 1992). En effet, ces molécules sont souvent moins
coûteuses à synthétiser que les peptides et peuvent être compatibles avec une
administration systémique ou orale lorsque leur structure est optimisée. Pour ce faire,
une molécule chef de file est le point de départ nécessaire et la structure du
pharmacophore de la série se doit d’être caractérisée. Les propriétés physico
chimiques de la molécule doivent être modifiées sans altérer le pharmacophore dans
le but d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques ou de moduler les propriétés
pharmacodynamiques. L’optimisation de la structure permettra aussi d’améliorer le
profil toxicologique de la molécule.
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Tableau MV. Liste (non exhaustive) de ligands des récepteurs opioïdes.
Ligands sélectifs Ligauds non sélectifs
Agonistes Antagonistes Agonistes Antagonistes
DAMGO* CTOP* Levorphanol Naloxone
Morphine Etorphine Naltrexone
Méthadone
Fentanyl
U50, 448 Nor-BNI Levorphanol Naloxone
Dynorphin A Etorphine Naltrexone
Butorphanol
6 DPDPE* Naifrmndole Levorphanol Naloxone
Deltorphin 11 TWPijJ* Etorphine Naltrexone
SNC8O
TAN-67
(Resine et Pastemak, 1996)
* Ligand peptidique;
Les composés en caractères gras sont utilisés dans un contexte clinique.
4.3.2 LIGANDS SYNTHÉTIQUES NON PEPTIDIQUES DES
RÉCEPTEURS : L’EXEMPLE DE LA MORPHINE
La morphine (Figure 8; poids moléculaire: 285 da) est le principe actif majeur de
l’opium. Isolée en 1806 par SertUmer, elle fut synthétisée en 1952 par Gates et
Tschudi (Glare et Walsh, 1991). Elle demeure encore aujourd’hui le traitement de
choix pour le soulagement de la douleur modérée à sévère (Gutstein et Akil, 2001).
L’utilisation de la morphine est favorisée par ses formulations variées et ses
propriétés pharmacologiques puissantes et bien caractérisées (Foley, 2003).
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4.3.2.1 Structure et propriétés physico-chimiques de la morphine
.OH
2 —* 1 3
Pharmacophore
Figure 8. Structure chimique de la morphine et représentation de son pharmacophore
(en caractère gras; voir description section 4.3.2.2).
La morphine possède une structure pentacyclique caractérisée par un noyau
phénanthrène relié par un lien époxyde sur lequel est greffé un cycle pipéridine
(Figure 8). Elle possède à la fois une fonction acide phénolique et une fonction amine
tertiaire. La morphine est essentiellement basique (pKa amine tertiaire: 9,85) et se
présente sous forme cationique à pH physiologique. Dans ces conditions, plus de 76%
de la molécule se présentent sous forme ionisée. Bien que liposoluble, la morphine
est une molécule relativement polaire qui se distribue plus ou moins facilement dans
les lipides (10g P (octanolleau) = 0,76). La morphine possède cinq centres chiraux et
seule la forme levogyre de la molécule est active. Ces différentes propriétés ont une
influence majeure sur les caractéristiques pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de la morphine.
4.3.2.2 Le pharmacophore de la morphine et des morphînomimétiques
Résultat de plusieurs aunées de recherche dans le domaine des relations structure-
activité des analgésiques et antagonistes opioïdes (Silverman, 1992), le
pharmacophore de la morphine est maintenant bien défini (Figure 8):
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1. Un atome d’azote protoné à pH physiologique qui a la capacité d’interagir
avec le site anionique du récepteur
2. Un cycle aromatique séparé de trois atomes de carbone de l’azote
3. Un carbone quaternaire en position 1 du cycle aromatique
La morphine et tous les morphinomimétiques partagent ce squelette de base pour
pouvoir se lier aux récepteurs opioïdes et produire une action analgésique. Bien que
la morphine ait la capacité de se lier à tous les récepteurs opioïdes, elle possède
beaucoup plus d’affinité pour le récepteur i (Raffa et coil., 1992). Chez l’homme, la
totalité des ligands opioïdes disponibles en clinique possèdent ce pharmacophore
(Gutstein et Akil, 2001). Bien que la plupart de ces molécules (agonistes ou
antagonistes) se lient principalement aux récepteurs r, il existe quelques exceptions
pour des composés mixtes (c.-à-d. à la fois agonistes/antagonistes) qui activent le
récepteur t ou antagonisent les récepteurs i’ ou ic (Gutstein et Akil, 2001).
4.3.2.3 Propriétés pharmacocinétigues de la morphine chez l’homme et le
rat
De façon générale, les effets pharmacodynamiques de la morphine sont similaires
entre l’homme et le rat. Il existe cependant, chez le rat, des différences au niveau des
effets secondaires (ex : rigidité à forte dose) ou au niveau de l’efficacité mitigée de la
molécule après une administration orale (Milnes et coll., 1996). Cependant, il existe
des différences pharmacocinétiques marquées entre les deux espèces. Le Tableau XV
présente les paramètres pharmacocinétiques de la morphine chez l’homme et le rat
4.3.2.3.1 Biodisponibilité orale et absorption
Lorsque la morphine est administrée par voie orale au rat ou à l’homme, une fraction
importante de la dose n’atteint pas la circulation systémique. En effet, la
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1. Un atome d’azote protoné à pH physiologique qui a la capacité d’interagir
avec le site anionique du récepteur
2. Un cycle aromatique séparé de trois atomes de carbone de l’azote
3. Un carbone quaternaire en position 1 du cycle aromatique
La morphine et tous les morphinornimétiques partagent ce squelette de base pour
pouvoir se lier aux récepteurs opioïdes et produire une action analgésique. Bien que
la morphine ait la capacité de se lier à tous les récepteurs opioïdes, elle possède
beaucoup plus d’affinité pour le récepteur t (Raffa et cou., 1992). Chez l’homme, la
totalité des ligands opioïdes disponibles en clinique possèdent ce pharmacophore
(Gutstein et Akil, 2001). Bien que la plupart de ces molécules (agonistes ou
antagonistes) se lient principalement aux récepteurs t, il existe quelques exceptions
pour des composés mixtes (c.-à-d. à la fois agonistes/antagonistes) qui activent le
récepteur ji ou antagonisent les récepteurs t ou K (Gutstein et Akil, 2001).
4.3.2.3 Propriétés pharmacocinétigues de la morphine chez l’homme et te
rat
De façon générale, les effets pharniacodynamiques de la morphine sont similaires
entre l’homme et le rat. Il existe cependant, chez le rat, des différences au niveau des
effets secondaires (ex rigidité à forte dose) ou au niveau de l’efficacité mitigée de la
molécule après une administration orale (Milnes et cou., 1996). De plus, des
différences pharmacocinétiques marquées entre les deux espèces sont observées. Le
Tableau XV présente les paramètres pharmacocinétiques de la morphine chez
l’homme et le rat
4.3.2.3.1 Biodisponibilité orale et absorption
Lorsque la morphine est administrée par voie orale au rat ou à l’homme, une fraction
importante de la dose n’atteint pas la circulation systémique. En effet, la
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biodisponibilité orale de la morphine est variable et oscille entre 20 à 50 % chez
l’homme et chez le rat (Iwamoto et Klaassen, 1977; Baillie et coll., 1989; Osbome et
coll., 1990; Westerling et coil., 1993). Bien que sa biodisponibilité soit plutôt faible,
la morphine est rapidement et complètement absorbée après une administration orale
chez l’homme et le rat (Bmnk et Delle, 1974; Walsh et Levine, 1975; Iwamoto et
Klaassen, 1977; Hasselstrom et coll., 1991; Hasselstrom et Sawe, 1993).
Tableau XV. Paramètres pharmacocinétiques moyens de la morphine chez l’homme et
le rat.
Paramètres
Homme Rat
pharmacocinétiques
CL(L/br/kg) 1,1-1,4
: 2,2-2,3
V(L/kg) 2,1-4,0 10.6
Qex(%) 10,0 c3’:—20.0
:25.0
F orale (%) 2047 21
f 21 * ,__1 *
max. oral
. j «-‘—I. X.
Fraction libre (fa) 0,8-0,9 0,7-0,9
Ratio sang-plasma 1,1 1,3
D’après Milne et cou., 1996 et Stuart-Haris, 2000.
* Solution orale
4.3.2.3.2 Distribution
Des études effectuées à partir de plusieurs espèces animales (rat et chien) montrent
qu’après une administration intraveineuse, la morphine se distribue principalement
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dans les organes bien perfusés comme les poumons, les reins, le foie, la rate, le
cerveau et les muscles (Woods, 1954). D’un point de vue pharmacocinétique, le
Tableau XV montre que le volume de distribution (Vz) de la morphine est plutôt
élevé chez l’homme et chez le rat (Sawe et coll., 1981; Sawe et coll., 1985;
Hasselstrom et col!., 1990; Osbome et col!., 1990; Westerling et coll., 1993).
Indépendamment de l’espèce, la morphine se lie faiblement aux protéines
p!asmatiques (Tableau XV) (Olsen, 1975; Judis, 1977; Patwardhan et col!., 1981;
Mistry et Houston, 1987; Poyhia et col!., 1991; Milne et coll., 1992; Stain et coll.,
1995). In vitro, la morphine est principalement liée à l’albumine et possède une faible
affinité pour l’AGP (Olsen, 1975; Leow et cou., 1993). Le rapport des concentrations
dans le plasma et dans le sang total est proche ou légèrement supérieur à 1
(Patwardhan et coll., 1981; Mazoit et col!., 1987; Mistry et Houston, 1987).
4.3.2.3.3 Élimination
Chez l’homme, la clairance systémique de la morphine est élevée et la clairance
rénale contribue à moins de 10 % de la clairance totale (Tableau XV) (Milne et coll.,
1996; Murthy et col!., 2002). En assumant un ratio sang-plasma de 1,1, sa clairance
sanguine totale est égale ou supérieure au débit hépatique (- 1,2 L/hlkg; Obach,
1999). La clairance non-rénale, en l’occurrence le métabolisme hépatique, constitue
donc la voie d’élimination majeure de la morphine chez l’homme (Milne et coll.,
1996).
En accord avec les données obtenues chez l’homme, la clairance systémique de la
morphine est élevée chez le rat, sa clairance sanguine étant la plupart du temps
supérieure au débit hépatique (Tableau XV) (Mistry et Houston, 1987; Bhargava et
coll., 1991; Horton et Pollack, 1991; Gardmark et coll., 1993). Contrairement à
l’homme, il existe une différence marquée de clairance chez les rats mâles et
femelles. En effet, la clairance de la morphine est presque deux fois inférieure chez le
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rat femelle par rapport au rat mâle (Mistry et Houston, 1987; Horton et Pollack,
1991). L’origine de cette différence se situe au niveau du métabolisme hépatique
puisque des études sur des perfusions de foie in situ de rat montrent que le coefficient
d’extraction hépatique et la formation de normorphine dans le foie de mâles sont
supérieurs à ceux obtenus chez le rat femelle (Rush et cou., 1983; Evans et Shanahan,
1995; Hasseistrom et Sawe, 1993).
Des études chez le rat et chez l’homme proposent la présence d’une troisième phase
d’élimination, plus lente, qui serait le résultat de la libération de la morphine d’un
compartiment profond et qui augmenterait son temps de résidence dans l’organisme
(Hasselstrom et $awe, 1993; Hasselstrom et coIl., 1996). La circulation
entérohépatique pourrait expliquer ce phénomène puisque la morphine libérée au
niveau intestinal est éventuellement réabsorbée et entraîne une augmentation de son
temps de résidence (Walsh et Levine, 1975; Dahistrom et Paalzow, 1978; Ouellet et
Pollack, 1995).
4.3.2.3.4 Métabolisme et profil d’excrétion de la morphine et de ses
métabolites chez l’homme et le rat
Bien que certaines études in vitro suggèrent que des organes tels que les reins et le
petit intestin pourraient contribuer à la biotransformation de la morphine, le foie
demeure le site de métabolisme principal chez l’homme et le rat (Milne et coil.,
1996). En raison de ses propriétés physico-chimiques (groupement phénolique libre
et groupement alcool allylique libre), le métabolisme de la morphine est
principalement dépendant des enzymes de phase II (ex glucuronoconjugaison,
sulfoconjugaison) et des enzymes de phase I (CYPs) (Figure 9). Chez l’homme,
indépendamment de la voie d’administration, la morphine est excrétée principalement
dans les urines sous forme de métabolites (> 70 %). Moins de 10 % de la dose est
retrouvée sous forme inchangée (Sawe, 1986). Chez le rat, seulement 40 % de la dose
est retrouvée dans les urines après une administration sous-cutanée et moins de 20 %
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de la dose est retrouvée sous forme inchangée après 24 heures (Oguri et cou., 1970;
Yeh et cou., 1977b).
H:’- 10% inchangée
R: c: <20%
: —25%
Autres
métabolites
H; 15-35 %
R:?
Normorphine
+ glucumnide
H:<1%
R: :—5%
<0.5 %
Figure 9. Profil urinaire de la morphine et de ses principaux métabolites après une
administration intraveineuse chez l’homme (H), sous-cutanée chez le rat (R) mâle (c3’)
ou femelle ().
Morphine
/ M3G11:—55%R: c3—20%
-N
M6G
H:— 10-15%
R: : traces
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4.3.2.3.4.1 Glucuronoconjugaison de la morphine
Chez l’homme, la majeure partie de la clairance de la morphine est due à sa
biotransformation en morphine-3-glucuronide (M3G) et, en moindre importance, en
morphine-6-glucuronide (M6G) (Hasselstrom et Sawe, 1993). Après une
administration intraveineuse ou orale de morphine à des sujets sains, plus de 55 % de
la dose est retrouvé sous forme de M3G, comparativement à 10 à 15 % sous forme de
M6G (Oguri et cou., 1970; Yeh et cou., 1977a; Fromm et cou., 1997). Bien que la
glucuronoconjugaison demeure la voie majeure d’élimination de la morphine chez le
rat, la fraction de la dose excrétée sous forme de glucuronoconjugué dans les urines
est moins élevée que chez l’homme ( 20 % de la dose totale) (Kuo et cou., 1991).
Ceci s’explique par le fait que les petits mammifères comme le rat excrètent
préférentiellement dans la bile les molécules de poids moléculaire supérieur à 250
comme le M3G (poids moléculaire: 461 da) (Roberts et cou., 2002).
La régiosélectivité des UDP glucuronosyltransférases (UGTs) hépatiques qui
catalysent les réactions de glucuronoconjugaison de la morphine diffère aussi entre
ces deux espèces. En effet, bien que la M3G soit le métabolite majeur chez le rat, ce
dernier est incapable de former la M6G en quantité suffisante pour être détectée dans
le plasma et les urines après une administration sous-cutanée de morphine (Oguri et
cou., 1970; Yeh et cou., 1977b). Ces observations sont en accord avec les données in
vitro obtenues avec des microsomes de foie humain et de rat, puisque le ratio
M3G/M6G après incubation de la morphine est respectivement de 6,1 et 89 (Kuo et
coil., 1991). Ces données sont supportées par des études plus récentes utilisant des
microsomes contenant des UGTs recombinantes. En effet, l’UGT2B7 humaine a la
capacité de former la M3G et la M6G en quantité appréciable à partir de la morphine
alors que son homologue chez le rat, l’UGT2B 1, forme de grandes quantités de M3G
et des quantités négligeables de M6G (Ring et coli., 2000).
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La glucuronoconjugaison est souvent considérée comme étant une réaction de
détoxication qui supprime l’activité pharmacologique et diminue la toxicité d’une
entité chimique. En effet, le métabolite mai eur de la morphine, le M3 G, possède une
faible affinité pour le récepteur ji et est dénué d’effet analgésique chez l’homme et le
rat (Chen et coll., 1991; Penson et col!., 2000; Penson et cou., 2001; Ulens et cou.,
2001). En revanche, le M6G possède une activité pharmacologique appréciable, in
vitro et in vivo, et ce aussi bien chez l’homme que chez le rat (Abboft et Palmour,
1988; Sullivan et cou., 1989; Chen et coll., 1991; Hanna et coll., 1991; Ulens et coli.,
2001). En effet, bien que celle-ci ne soit pas supérieure à celle de la morphine, 1’
affinité du M6G est de l’ordre du nanomolaire pour le récepteur ji (Penson et coli.,
2000). Des études récentes chez l’homme supportent la contribution du M6G à l’effet
analgésique de la morphine (Murthy et cou., 2002).
4.3.2.3.4.2 La N-déméthylation de la morphine
Chez l’homme et le rat, la N-déméthylation de la morphine est une voie métabolique
mineure via laquelle la morphine est convertie en normorphine, qui est à son tour
glucuroconjuguée et éliminée dans les urines (Oguri et coil., 1970; Yeh et cou.,
1977a; Yeh et col!., 1977b; Zhou et cou., 1993; Fromm et cou., 1997). En
comparaison avec l’homme, le rat forme une quantité plus importante de
normorphine in vivo (e.g. 5 % par rapport à 1 %) (Klutch, 1974). In vitro, dans les
microsomes de rat, la morphine est métabolisée en normorphine par un processus
dépendant du NADPH, vraisemblablement par l’intermédiaire des CYPs (Rane et
coiL, 1985).
Chez le rat, la N-déméthylation de la morphine dépend du sexe. En effet, des études
in situ et in vivo suggèrent que le rat femelle forme beaucoup moins de normorphine
que le rat mâle (Rush et cou., 1983; Evans et Shanahan, 1995; Lasagna et Komfeld,
1958). Puisque le rat femelle n’exprime pas de CYP2C11, ceci laisse supposer que
l’isoforme CYP2C1 1 serait le principal responsable de la N-déméthylation de la
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morphine chez le rat mâle. Ces modifications métaboliques pourraient expliquer, en
partie, la plus faible clairance obtenue chez les rats femelles (Tableau XV). Tout
comme la M6G, la normorphine possède des propriétés analgésiques chez l’homme et
le rat (Lasagna et Komfeld, 1958; Sullivan et cou., 1989). Avant nos travaux, la ou
les isoenzymes responsables de la formation de normorphine n’avaient jamais été
identifiés chez l’homme.
4.3.2.3.4.3 La sulfoconiugaison de la morphine et autres voies
métaboliques
Une autre voie enzymatique de phase II implique la sulfoconjugaison de la morphine
en morphine-3-sulfate (M3S). Cette voie enzymatique est non-négligeable chez
l’homme (C-10-15 %) et semble importante chez le rat, surtout chez la femelle
(Boemer, 1975; Milne et cou., 1996). Tout comme la M3G, la M3S a très peu
d’affinité pour le récepteur ji in vitro (Chen et coil., 1991). D’autres métabolites ont
aussi été détectés dans l’urine chez l’homme, notamment la morphine-3,6-
glucuronide, la morphine-N-oxyde, la normorphine-3-glucuronide, la normorphine-6-
glucuronide et même la codéine (Oguri et coll., 1970; Yeh et coll., 1977a). Ensemble,
tous ces métabolites ne représentent qu’environ 15 à 35 % de tous les métabolites de
la morphine.
4.3.3 LIGANDS SYNTHÉTIQUES NON PEPTIDIQUES SÉLECTIFS
POUR LE RÉCEPTEUR
La pharmacothérapie actuelle compte principalement sur les agonistes des récepteurs
ji comme la morphine pour soulager la douleur (Gutstein et Akil, 2001). Cependant,
ces derniers sont caractérisés par une multitude d’effets secondaires, notamment la
dépression respiratoire, la constipation et les phénomènes de tolérance et de
dépendance (Gutstein et Akil, 2001). Bien que l’utilisation d’agonistes spécifiques
des récepteurs ic ait aussi été évoquée, les effets secondaires centraux associés à ces
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molécules (dysphorie) limitent leur utilisation clinique. C’est pourquoi de nouvelles
cibles doivent être envisagées afin de créer de nouveaux médicaments capables de
soulager efficacement la douleur tout en minimisant les effets indésirables. Chez
l’animal, plusieurs études utilisant des peptides synthétiques suggèrent que l’ajout
d’agonistes sélectifs 6 à l’arsenal thérapeutique pourrait permettre de soulager la
douleur tout en évitant les effets secondaires associés aux agonistes !i et c (Quock et
colL, 1999). Les agonistes des récepteurs 6, sont particulièrement efficaces pour
soulager la douleur de type inflammatoire (fraser et coll., 2000a; Dondio et coli.,
2001; Cahiil et coiL, 2003). Le récepteur 6 représente donc une cible attrayante pour
le soulagement de la douleur inflammatoire chronique.
Puisque l’utilisation de peptides synthétiques n’est pas compatible avec une
administration systémique ou orale, les recherches se sont orientées vers les agonistes
non peptidiques des récepteurs 6. Au moins trois classes de ligands non peptidiques
des récepteurs 6 ont vu le jour depuis le milieu des années 1990. Les deux premières
classes ont été construites à partir d’une notion de chimie médicinale appelée relation
«message-adresse ». Cette dernière a été appliquée au récepteur 6 à partir de données
obtenues avec des ligands peptidiques endogènes sélectifs tels que la Met
enképhaline ou la Leu-enképhaline (Portoghese et cou., 1990; Portoghese, 1991). Le
«message », impliqué dans la transduction du signal, serait attribuable à un résidu
tyrosine de l’enképhaline alors que la portion « adresse » aromatique serait
déterminante pour la sélectivité entre les récepteurs opioïdes. Ceci a conduit à la
création d’antagonistes sélectifs du récepteur 6 tels que les oxymorphindoles et leur
version simplifiée, les octahydroisoquinolines (SB-205588) (Figure 10) (Dondio et
cou., 1997; Coop et coil., 1999). Le (-)-TAN-67 (Figure 10), une molécule ayant
conservé la structure de base des octahydroisoquinolines, possède des propriétés
agonistes pour le récepteur 6 (Knapp et coli., 1995).
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Figure 10. Structures chimiques d’un représentant oxymorphindole, du SB-205588 et
du (-) TAN-67.
4.3.3.1 Les arylméthylpipérazine N, N-diéthylbenzamides
(diarylpipérazines) de première génération : le SNC8O
Les molécules les plus étudiées de tous les agonistes non peptidiques des récepteurs
6, les diarylméthylpipérazines, possèdent probablement une relation structure-activité
et une orientation spatiale différentes, comme le suggèrent des études récentes qui ont
comparé leur positionnement au niveau du site actif du récepteur 6 avec celui de
certaines octahydroisoquinolines, de morphinans ou de oxymorphindoles (Coop et
Jacobson, 1999; Fumess et coll., 2000). In vitro, un des représentants des
diarylpipérazines, le SNC$0, est 6 à 7 fois plus efficace que le (-) TAN-67 pour
activer le récepteur 6 humain (Quock et colL, 1997). Selon la théorie du « message-
adresse », les diarylpipérazines possèdent une « adresse » non aromatique, soit la
fonction diéthylamide. La plupart de ces molécules sont dérivées du (±)-BW373U86,
une molécule synthétisée par Burroughs-Wellcome au début des années 1990 (Chang
et coil., 1993; Corner et coll., 1993). Sa faible activité analgésique in vivo, ses effets
secondaires importants (convulsions parfois léthales) et sa composition racémique ont
rapidement éliminé ce composé du développement préclinique. Ainsi sont nées
Analogue
oxymorphindole
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d’autres molécules plus prometteuses comme son isomère dextrogyre, le SNC86, et
un analogue O-méthyléther du SNC86, le SNC8O, ou un autre analogue, nommé le
SNC121 (Calderon et coli., 1994) (Figure 11).
Figure 11. Structures chimiques du SNC121, SNC8O et du SNC86.
Les membres de cette famille de composés chimiques présentent un poids
moléculaire assez important (> 400 da) et possèdent au moins trois centres chiraux
(Calderon et col!., 1994). Leurs propriétés physico-chimiques ne sont pas très bien
documentées. Cependant, l’examen de leur structure révèle que ces molécules sont
essentiellement basiques. Les études de relation structure-activité montrent que la
stéréochimie est importante, la forme dextrogyre étant habituellement la plus active
au niveau du récepteur 6 (Calderon et coll., 1997). Comme chez les
morphinomimétiques, l’azote (chargé) de la pipérazine en position 4 est essentiel à la
liaison de la molécule au récepteur 6 (Calderon et coli., 1994). L’atome d’azote
protoné (N4) de la pipérazine interagirait avec un résidu aspartate (Asp 128) au niveau
du troisième passage transmembranaire du récepteur (Figure 12) (Valiquette et cou.,
1996). Le groupement N,N akylbenzamide (en position 4 du cycle aromatique; para)
est quant à lui un élément structural important permettant à ces molécules de
conserver leur affinité et leur sélectivité pour le récepteur 6 (Katsura et coll., 1997).
Des études de mutagénèse dirigée suggèrent que le SNC8O interagit avec le récepteur
SNC121 SNC8O SNC86
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6 par l’entremise de liens hydrogène avec un résidu tryptophane (Trp 284) présent
dans la troisième boucle extra-cellulaire (Figure 12) (Valiquette et coll., 1996).
Les résidus valine (Va1296 et Va1297) et leucine (Leu300) présents sur le même
segment de la troisième boucle extracellulaire auraient aussi une importance quant à
la sélectivité du SNC8O pour le récepteur 6 (Valiqueile et cou., 1996; Pepin et coll.,
1997). Ces résidus hydrophobes non aromatiques interagiraient avec le cycle non
benzamide de la molécule.
Troisième
passage trans
membranaire
Aspl2$
Troisième
boucle
extracellulaire
1rp284
Va1296
Va1297
(Valiquette et cou., 1996)
Ainsi, l’omission d’un ou de tous les groupements alkyles de l’amide conduit à une
diminution importante de l’affinité de la molécule pour le récepteur 6. De même,
l’apposition d’un groupement N,N akylbenzamide en position 2 (ortho) ou 3 (méta)
du cycle aromatique affecte aussi l’affinité et la sélectivité de la molécule par rapport
au récepteur t (Katsura et coll., 1997; Bishop et coll., 2003).
La présence du groupement diéthylamide semble aussi importante en ce qui concerne
les propriétés agonistes et antagonistes de la molécule. Ceci est particulièrement vrai
Figure 12. Positionnement suggéré du SNC$0 dans le site de liaison du récepteur 6.
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avec les octahydroisoquinolines. Par exemple, la substitution du cycle aromatique
composant la portion indole de l’antagoniste sélectif du récepteur 6 (SB-205588) par
un groupement diéthylamide attaché à la structure pyrrolique conduit à la nouvelle
entité chimique SB-2 19825 (Figure 13). Grâce à l’ajout de cette portion diéthylamide
et d’un groupement méthyle sur le noyau pyrrolique de la molécule, SB-2 19825 se
superpose avantageusement au SNC8O dans les modèles in silico de liaison au site
actif du récepteur 6 (Dondio et cou., 1997; Dondio et coll., 2001). Il possède aussi
des propriétés agonistes in vitro et est analgésique dans les modèles animaux.
Et
Figure 13. Structure chimique du SB-219825.
Chez les arylméthylpipérazine AN-diéthylbenzamides, l’autre portion de la molécule
(non benzamide) doit être un cycle aromatique ou un isostère. En raison de la
complexité de la stéréochimie des arylméthylpipérazine N,N-diéthylbenzamides, il est
difficile de définir exactement l’impact de la modification des groupements N-alkyl
de la pipérazine ou de la substitution des groupements sur l’autre portion aromatique
(non benzamide) de la molécule. Par exemple, des études in vitro mettent en évidence
une affinité importante du racémique (+)-BW373U86 et du SNC86 pour le récepteur
6 (Calderon et coll., 1997). Cependant, ces molécules sont plus ou moins sélectives et
se lient aussi au récepteur t (Knapp et col!., 1996). Bien qu’il soit un agoniste moins
puissant que (+)-BW373U$6 et SNC86 in vitro, le SNC8O devient, par simple
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éthérification de la fonction phénolique, un agoniste beaucoup plus sélectif pour le
récepteur 6 (Calderon et cou., 1997; Plobeck et cou., 2000).
Contrairement au (±)-BW373U86, le SNC8O est analgésique chez l’animal et
présente un profil d’effets secondaires moins important (Bilsky et coll., 1995).
Cependant, son activité après une administration systémique est faible et souvent de
courte durée et les effets secondaires observés avec le (±)-BW373U86 (convulsion,
hyperactivité) demeurent présents (Bilsky et coll., 1995; fraser et coll., 2000b;
Broom et coil., 2002). Bien que sa pharmacodynamie soit relativement bien
caractérisée, la pharmacocinétique du SNC8O n’a jamais été évaluée chez le rat ou
chez la souris. Chez le rat, des études in vitro suggèrent que le SNC8O est métabolisé
de façon exhaustive par un processus NADPH dépendant (vraisemblablement les
CYPs) dans les microsomes de foie (Plobeck et coll., 2000; Wei et coll., 2000). Les
voies métaboliques majeures seraient la N-déallylation et la O-déméthylation qui,
ensemble, représenteraient l’essentiel de son métabolisme dans les microsomes de
rats (Plobeck et coll., 2000). De plus, les données in vitro et in vivo disponibles avec
le SNC121, un analogue de structure du SNC8O, suggèrent que le SNC$0 pourrait
être éliminé rapidement in vivo, principalement au niveau hépatique ($chetz et coll.,
1996).
4.3.3.2 Les arylméthylpipérazine N,N-diéthylbenzamides de seconde
génération le SNC$O version simplifiée
Chez AstraZeneca R&D Montréal, le SNC8O a été choisi comme molécule chef de
file pour la création d’une nouvelle génération d’agonistes 6 de type diarylpipérazine
(Plobeck et colI., 2000). Grâce à la simplification de la molécule (ARM 0, nouvelle
molécule chef de file), des groupes pharmacophores clés ont pu être définis à l’aide
de relations structure-activité systématiques et d’études de mutagenèse dirigée
(Figure 14).
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La simplification et les modifications de la molécule ont permis de réaffirmer
l’importance du groupement de IVN-diéthylbenzamide et de sa position sur le cycle
benzamide du second cycle aromatique et de l’azote chargé en position 4 de la
pipérazine. De plus, l’élimination des groupements méthyle a permis de diminuer la
taille des molécules et d’abolir deux centres chiraux. Aucune tendance claire n’a pu
être établie au niveau des substitutions de l’azote en position 4 de la pipérazine. En
revanche, la substitution du groupement phényl pour un groupement bicyclique
(naphtyl, quinoléine ou isoquinoléine) a, quant à elle, mené à la découverte d’une
série d’agonistes puissants, représentée par ARM434 (Figure 15), qui montre une
forte affinité et une sélectivité importante pour le récepteur (Plobeck et cou., 2000).
En comparaison avec le SNC8O, l’ARM434 montre une stabilité métabolique in vitro
accrue dans les microsomes de foie de rat, sa voie de métabolisme majeure semble
être la N-déséthylation de l’amide (Plobeck et coll., 2000).
OR Simplification Optimisation
Nouvelles
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R= H; SNC86
Me; SNC8O (adaptée de Flobeck et cou., 2000)
Figure 14. Stratégie de synthèse de nouveaux agonistes à partir du SNC8O.
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4.3.3.3 Les arylxylïdèneméthylpipéridine ]VN-diéthyIbenzamides le
SNC8O version achirale
Le même groupe de chercheurs s’est ensuite orienté vers la création d’une structure
achirale pouvant avoir les mêmes propriétés de liaison que les diarylpipérazines (Wei
et coli., 2000). L’élimination du centre chiral simplifie la synthèse, élimine le coût de
séparation de l’isomère actif et la caractérisation de son homologue inactif. Le
remplacement de l’anneau pipérazine par un anneau pipéridine et un lien double
carbone-carbone exocyclique pouvant relier les deux cycles aromatiques a conduit à
la création d’une nouvelle classe d’agonistes avec une sélectivité exceptionnelle,
supérieure aux diarylpipérazines. L’ essentiel du pharmacophore présent chez les
diarylpipéridines est conservé. La superposition des structures cristallographiques
suggère que l’atome d’azote du cycle pipéridine et l’atome N4 du cycle pipérazine
des diarylpipérazines sont importants pour la liaison au récepteur . En accord avec
d’autres études portant sur la structure du SNC8O et de ses congénères, l’azote Cl du
noyau pipéridine ne serait pas nécessaire à la reconnaissance du récepteur (Zhang et
coll., 1999b). Enfin, des analyses de conformation suggèrent que c’est la rigidité de la
structure des arylxylidèneméthylpipéridines qui confèrent à ces molécules une affinité
importante au récepteur (Wei et cou., 2000). Le représentant de cette classe,
ARM39O (Figure 14), montre une forte affinité, une sélectivité remarquable pour le
récepteur et une stabilité métabolique in vitro accrue comparativement au SNC8O
(Wei et cou., 2000). La stabilité métabolique et l’affinité dépendront de façon
importante des substituants présents sur le cycle aromatique non benzamide et au
niveau de l’azote de la pipéridine.
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Figure 15. Structure chimique d’agonistes de nouvelle génération, ARM39O et
ARM434.
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5 HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS
Bien que les propriétés pharmacologiques cliniques de la morphine et de ses
métabolites soient pour la plupart bien caractérisées, les enzymes responsables de sa
N-déméthylation chez l’homme n’avaient jamais été identifiées avant nos travaux.
Des études in vitro avec des analogues structuraux de la morphine avaient proposé
que cette dernière soit N-déméthylée par le CYP3A4, mais ceci n’avait jamais été
prouvé de façon expérimentale. L’hypothèse supportant les travaux présentés au
Chapitre II de cette thèse était donc que la N-déméthylation de la morphine était
catalysée par des CYPs, particulièrement le CYP3A4.
Des études in vitro et in vivo suggèrent que les médiateurs libérés lors de la réaction
inflammatoire ont la capacité d’altérer de façon différentielle l’activité ou la synthèse
de protéines hépatiques telles les CYPs et les PPAs. L’hypothèse sous-jacente aux
travaux présentés au Chapitre III de cette thèse était que l’ACF utilisé pour provoquer
un état d’hyperalgésie inflammatoire chez le rat pouvait entraîner une chute du
contenu et de l’activité de certains CYPs hépatiques et que l’intensité de la réaction
inflammatoire engendrée par la présence de médiateurs inflammatoires pourrait
expliquer ces modifications.
Bien que sa pharmacodynamie soit relativement bien caractérisée, la PK du SNC8O
n’avait jamais été évaluée chez le rat. Des études in vitro préliminaires ont montré
que le SNC8O était métabolisé de façon exhaustive par un processus NADPH
dépendant dans les microsomes de foie de rat. Les observations présentées en
introduction suggèrent que l’administration d’agents inflammatoires altère la
pharmacocinétique des bases faibles principalement éliminées par métabolisme
hépatique chez le rat. Par conséquent, l’hypothèse ayant mené à la réalisation des
travaux présentés au Chapitre W était que le SNC$O (une base faible) serait éliminé
de façon prédominante par métabolisme hépatique (vraisemblablement via les CYPs)
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et que l’ACF utilisé pour provoquer un état d’hyperalgésie inflammatoire entraînerait
une altération de son métabolisme in vitro et de sa pharmacocinétique.
En raison du potentiel thérapeutique important associé aux agonistes des récepteurs ,
le SNC8O a été choisi comme molécule chef de file pour la synthèse d’une nouvelle
génération d’analgésiques chez AstraZeneca R&D Montréal. Des études
préliminaires ont montré que plusieurs de ces molécules présentent une stabilité in
vitro supérieure au SNC8O (voir Chapitre I, section W). L’hypothèse supportant les
travaux présentés dans le Chapitre V de cette thèse était que le SNC8O présenterait
des propriétés pharmacocinétiques défavorables à son développement pré clinique et
clinique, et que la création de nouveaux agonistes avec une stabilité métabolique in
vitro accrue pourrait permettre d’obtenir des molécules avec un profil
pharmacocinétique plus favorable.
Les objectifs expérimentaux de ces travaux consistaient donc à:
1. Identifier et caractériser l’enzyme ou les enzymes responsables de la N
déméthylation de la morphine en normorphine chez l’homme.
Nous avons tout d’abord mis au point une méthode analytique par chromatographie
liquide à haute performance couplée à un spectromètre de masse (HFLC-M$)
permettant de mesurer la morphine et ses métabolites dans les matrices biologiques.
Fuis nous avons réalisé des études in vitro caractérisant la N-déméthylation de la
morphine en utilisant des microsomes de foie humain et des systèmes recombinants
exprimant des CYFs humains (cellules d’insectes transfectées).
2. Déterminer si l’ACF utilisé pour provoquer un état hyperalgésique chez le rat
pouvait entraîner une altération du contenu et de l’activité des CYPs au niveau du
foie et vérifier si des modifications éventuelles pouvaient être expliquées par la
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présence de médiateurs ou de marqueurs de l’inflammation au niveau
plasmatique.
Nous avons préparé des microsomes defoie de rats et les avons phénotypé à l’aide de
dffe’rentes approches in vitro (e. à-d.. techniques d ‘électrophorèse-immunobuvardage
et de mesures d ‘activités catalytiques à l’aide de substrats spécifiques). Nous avons
ensuite quantfié dfférents marqueurs et ,nédiateurs de Ï ‘inflammation pouvant être
présents au niveau plasmatique tels que les cytokines, le NO et l’AGF.
3. Caractériser le métabolisme et la pharmacocinétique du SNC8O chez les rats
normaux et hyperalgésiques.
Nous avons tout d’abord mis au point une méthode analytique par HFLC-M$
permettant de mesurer le SNC8O et son métabolite O-déméthylé ($NC86) dans les
matrices biologiques. Nous avons par la suite mesuré la disparition du $NC8O dans
les microsomes de foie de rats normaux et hyperalgésiques. Nous avons utilisé des
modèles de prédiction in vitro et déterminé le profil d’excrétion (urine et fèces) du
$NC8O chez les rats normaux afin de confirmer le rôle prédominant du métabolisme
dans son élimination. Puis nous avons mesuré sa liaison à 1 ‘AGP, à l’albumine et aux
protéines plasmatiques totales dans le plasma de rats normaux et hyperalgésiques.
Enfin, nous avons caractérisé le profil pharmacocinétique du $NC8O après
administration orale et intraveineuse à des rats normaux et hyperalgésiques.
4. Évaluer le profil métabolique, pharmacocinétique et pharmacologique d’un
agoniste 6 sélectionné.
Nous avons tout d’abord mis au point une méthode analytique permettant de mesurer
un nouvel agoniste 6 (ARM39O) et son métabolite N-déséthylé dans les matrices
biologiques. Nous avons ensuite évalué et comparé le profil métabolique du SNC8O et
de Ï ‘ARM39O dans les microsomes de foie de rats dans le but d ‘identifier leurs
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métabotites majeurs. Nous avons ensuite mesuré la disparition de t ‘ARM39O dans tes
microsomes de foie de rats. Fuis nous avons utilisé des modèles de prédiction in vitro
chez le rat afin de vérifier le rôle du métabolisme dans son élimination. De plus, nous
avons caractérisé le métabolisme et le profit pharmacocinétique d ‘ARM39O après
administration orale et intraveineuse à des rats normaux. Eî!fin, nous avons évalué la
pharmacodynamie in vitro de cet agoniste et de son métabolite majeur dans deux
essais pharmacologiques utilisant des membranes de cerveau de rats et des
membranes de cellules clonées avec les récepteurs u, 6ou K humains.
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ABSTRACT
A rapid ami simple method for the determination of morphine (M), normorphine
(NM), morphine-3-glucuronide (M3G) and morphine-6-glucuronide (M6G) in plasma
by high-performance liquid chromatographic separation with mass spectrometric
detection (HPLC-MS) has been deveioped. Samples (40 jiL) were cleaned-up by
protein precipitation with two volumes (80 fiL) of acetonitrile and reconstituted in
formic acid 0.1% in water. Naloxone was used as internai standard. Analytes were
separated on a phenyl-hexyl coiumn using a step-gradient (1 mL/min) of acetonitrile
and formic acid in water. Acetonitriie was added post-column (0.3 mL/min).
Quantification of morphine and its metabolites was achieved with an Agilent 1100
series HPLC-MS system equipped with electrospray interface set to selected ion-
monitoring (SIM) mode. Calibration cun’es covered a wide range of concentrations
(2.44 to 10000 nM) and were best fitted with a weighed quadratic equation. The
limits of quantification achieved with this method were 2.44 nM for M and 4.88 nM
for NM, M3G and M6G. The method proved accurate (85-98 %), precise (CV <10%)
and was successfully applied to a wide range of in vitro and in vivo pharmacokinetic
studies in rodents.
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1. INTRODUCTION
Morphine (M) is a jt-opioid agonist traditionally used for the treatment of moderate to
severe pain [1]. It is extensively metabolized to its morphine-3-glucuronide (M3 G),
with normorphine (NM) and morphine-6-glucuronide (M6G) as minor metabolites
(figure 1), irrespective of the specie or administration route [2, 3, 4]. The extent of
formation of M metabolites, however, differs among species [2, 5]. Compared to
humans, rats do flot produce detectable amounts of M6G while they are able to form
more NM [2, 6]. In vitro, M6G and NM possess high affinity for the ji-opioid
receptor, although this affinity is flot higher than that of morphine [7]. In vivo, M-6-G
and ISM are analgesic [8, 9, 10, 11, 12] and may therefore contribute to morphine
induced analgesia [14] or side effects [15], especially following long-term oral
freatment. In contrast, M3G is devoid of antinociceptive properties and has been
shown to antagonize morphine-induced analgesia in animal models [16].
Morphine is routinely used as a reference compound in drug discovery programs
targeting new analgesics. In order to draw pharmacoldnetic/pharmacodynamic
(PK/PD) relationships and!or understand the impact of various disease states on PK,
it is of interest to measure plasma concentrations of both M and its metabolites.
Consequently fast, easy and reliable analytical methods are required to ensure
adequate tumaround times. High sensitivity is also essential as sample volumes are
very limited by the use of rodents for in vivo studies.
Various methods have been developed for the simultaneous determination of M and
its metabolites in biological fluids. Immunological assays lack specificity between
morphine and its metabolites. Their usefulness is therefore limited and lead to
complicated data analyses when quantitative resuits are needed [17]. Several
reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) methods have
been described and report the separation of M and its metabolites using ultraviolet
(IJV) [17-18], fluorescence [19-21] or electrochemical [22-23] detections. UV suffers
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from Yack of sensitivity, oflen precluding the accurate description of the later part of
the plasma concentration versus time curves. Electrochemistry may be very sensitive
but M3G cannot be quantified by this method since it Yacks an oxidizable phenolic
group. Gas chromatography coupled to mass spectrometry (MS) [24, 25], may offer
adequate sensitivity but requires time-consuming sample preparation and
derivatization procedures. Furthermore, morphine glucuronides have to be measured
indirectly as total glucuronides, which resuits in a loss ofprecious information.
Recently, several reports have described analysis of M and its metabolites by RP
HPLC-MS [26-28] or RP-HPLC-tandem MS (MS-MS) [29-32] coupled to
atmospheric pressure-electrospray ionization (AP-ESI). In spite of improved
selectivity and sensitivity, the systems require highly qualified technical expertise (for
tandem-MS) or extensive sample clean up relying mainly on solid phase or liquid
liquid extraction for optimal detector response. In order to provide robust and
accurate data in a timely manner, we have developed and validated a new HPLC-MS
assay that allows the determination of M and its major metabolites in rat plasma
without any solid-phase or liquid-liquid extraction.
2. EXPERIMENIAL
2.1 Chemicals and reagents
Morphine sulfate pentahydrate and fonnic acid were obtained from BDH (Toronto,
Ontario, Canada). Normorphine hydrochioride and morphine-3-glucuronide were
purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA). Morphine-6-glucuronide was
obtained from Lipomed (Cambridge, MA, USA). The internai standard (1$), naloxone
hydrochioride, was purchased from RBI (Natick, MA, USA). HPLC grade
acetonitrile and formic acid were obtained from VWR International
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Figure 1. Chemical structures of morphine (M) and its metabolites, morphine- 3-
glucuronide (M3G), morphine-6-glucuronide (M6G) and normorphine (NM).
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(Montréal, Québec, Canada). Purified water was obtained using a NanoPure water
purification system (Bamstead, Dubuque, TA, USA).
2.2 Preparation of stock solutions, calibration standards and quality control
samples
Stock solutions (5 mM) ofM3G, M6G, M, NM and the 1$ naloxone were prepared in
purified water. Naloxone was diluted in 0.1 % formic acid in acetonitrile to a final
concentration of 1 jiM. “Ihdividual working solutions” (10 !IM) of M, NM, M3G,
M6G and naloxone were prepared by diluting stock solutions in 0.1 % formic acid for
optimization of chromatographic and MS conditions. M, NM, M3G and M6G stock
solutions were combined and diluted with water to obtain a “pooled working
solution” containing lmM of each of the four analytes. All solutions were stored in
amber glass tubes and kept at -20 °C. Analytes did flot interfere with each other and
standard curves obtained with individual analytes were comparable with that obtained
with the pooled solution.
Calibration standards and quality control (QC) samples were prepared on the same
day by spiking appropriate amounts of two different “pooled working solutions” in
drug free EDTA plasma obtained from Sprague-Dawley rats. The calibration curves
were constructed using 12 to 13 concentrations points. For M, concentration points
were 2.44, 4.88, 9.77, 19.5, 39.1, 78.1, 156, 312, 625, 1250, 2500, 5000 and 10 000
nM. For NM, M3G and M6G, concentration points were 4.88, 9.77, 19.5, 39.1, 78.1,
156, 312, 625, 1250, 2500, 5000 and 10 000 nM.
These ranges cover the plasma concentrations expected in our experimental studies.
Calibration curves, which relate the analytes concentration to the peak area ratio of
analytes over the 1$ were best fitted with a quadratic equation weighed with lIx
factor. A quadratic regression was used for quantification since it produces a more
accurate fit over a larger dynamic range compared to linear regression. QC sample
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concentrations covered iower (10 nM), medium (400 nM) and higher (4000 nM)
ranges ofthe standard curves. Ail QC and standards were kept at -80 oc.
2.3 HPLC-AP-ESI-MS analysis
The assay was performed using an Agilent 1100 series HPLC-MS system tAguent
technologies, Ville St-Laurent, canada). Liquid chromatographic separations were
achieved using a Lima 3 jim phenyl—hexyl column (4.6 x 75 mm) that was preceded
by a phenyl-hexyl 3 jim guard column (4.6 x 30 mm) (Phenomenex, Torrance, CA,
USA). The column temperature was kept constant at 40 °C. The mobile phase
consisted of a mixture of 0.1 % formic acid in water (A) with 0.1 % formic acid in
acetonitrile (B) and was delivered at a flow rate of I ml!min. A step-wise gradient of
B into A was mn over 5.5 mi afler 3.5 min with A in isocratic mode. It consisted of
a linear gradient increasing to 5 % of B over 1.5 mm, followed by a rapid increase to
70 % of B over 4 min. A re-equilibration phase of 3 min was allowed between
samples. An isocratic pump tAguent technology, Ville St-Laurent, canada) was
programmed to deliver acetonitrile post-column at 0.3 mllmin via a post-column
addition tee. The total flow rate delivered to the MS source was 1.3 ml/min.
The single quadrupole MS was equipped with an AP-ESI source and operated in
selected ion-monitoring (SIM) mode. The protonated quasi-molecular ions were used
to quantif’ NM (mlz= 272), M (mlz =286), M3G and M6G (mlz = 462). MS
parameters were set to facilitate the ionization process and achieve the best
sensitivity. In order to minimize contamination of the AP-ESI source from potential
endogenous interferences coming from the sample matrix, a switching-valve strategy
was implemented. The LC flow was directed to the waste for the first 3 min following
the injection before entering the source. The nebulizer pressure was set at 60 p.s.i.g.,
while the drying gas (nitrogen) was delivered at a flow rate of 13 L/min at a
temperature of 350°C. capilla voltage was set at 3.5 kV and the fragmentor
(collision-induced dissociation cell) was set at 120 V from 3 to 7.2 min and at 150 V
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from 7.2 to 9 min. These conditions allowed minimal fragmentation of the parent
compound, optimal yield of its quasi-molecular ion and minimized interferences from
the matrix. Chromatograms were integrated using the FTP ChemStation software
package (Rev 8.04) (Agilent technologies, Ville $t-Laurent, Canada).
2.4 Sample preparation
Plasma samples were vortex-mixed briefly and aliquots (40 tl) were transferred to
microcentrifuge tubes. Proteins were precipitated by the addition of two sample
volumes (80 jiL) of ice-cold acetonitrile containing the 1$ (1 p.M). following
precipitation, tubes were vortex-mixed and centrifuged at 16 000 x g for 10 min.
Supematants (100 tL) were evaporated to dryness under a stream of nitrogen. Dry
residues were reconstituted with 40 pi of 0.1 % formic acid, centrifuged for 10 min at
16 000 x g and aliquoted into 96-well plates. The plate was transferred to a
refrigerated (4°C) autosampler and 3 to 20 iL of samples were injected into the
HPLC-MS system.
2.5 Assay Validation
2.5.1 Sensitivity and specficity
The limit of quantitation (LOQ) was determined as the minimum concentration that
could be accurately and precisely quantified (lowest data point of the standard curve)
[33]. The limit of detection (LOD on column) was defined as the amount that could
be detected with a signal-to-noise ratio of 3. The specificity of the assay for the
analytes versus endogenous substances in the matrix was assessed by comparing the
lowest concentration in the calibration cuwes with reconstitutions prepared with
blarik plasma from five different rats.
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2.5.2 Accuracy andprecision
The accuracy and precision (presented as the coefficient of variation; CV) of the
assay were determined using QC samples. Accuracy (%) was determined from the
percentage ratio of measured over nominal QC concentration (mean of
measuredlnominalx 100). Intra-day precision was determined by analyzing replicate
aliquots of QCs (n=10/each concentration) on the same day. Inter-day precision was
determined by repetitive analysis ofQC samples (n=5-10) on 3 consecutive days.
2.5.3 Recovety and ionization
Recovery was determined by comparing cleaned-up QC samples and cleaned-up
drug-free plasma spiked with appropriate amount of standards. The efficacy of
ionization was assessed by comparing spiked cleaned-up drug-free plasma to standard
mixtures prepared directly in the reconstitution solvent.
2.5.4 Stability
The effect of different storage conditions on sample stability was determined for each
analyte using QC samples. In one set of experiments, QC samples (n=5/each
concentration) were kept for 6 h at room temperature before sample precipitation
reconstitution. In a different set of experiments, the stability of processed samples in
the autosampler was determined using precipitated-reconstituted QC samples
(n=5/each concentration) that were stored in capped 96-well plates for 24 h at 4°C
(temperature of the autosampler). Stability was assessed by comparing the mean
concentration of the stored QC samples with ffie mean concentration of freshly
prepared QC samples.
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2.5.5 Application ofthe assay
The experimental protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use
Commiftee of AstraZeneca R&D Montréal. Rats were treated with a single iv bolus
(10 jimol/kg) of morphine. Multiple blood samples were collected from the tail vein
up to 4 h post-dose in test tubes containing EDTA. following centrifugation (3000 g
x 10 min at 4°C), plasma was collected and stored immediately at -80°C until
analysis.
3. RESULIS AND DISCUSSION
With the present method, following a simple protein precipitation from small volume
samples (40 fil) and easy reconstitution steps, aliquots can be directly injected into the
BPLC-MS system. The combined resolution and specificity of RPLC and MS allows
maximum sensitivity from SIM analysis using only a single quadrupole. Since
pharmacokinetic studies involve the analysis of numerous samples, the chosen
method must combine accuracy and precision with speed and simplicity of execution.
3.1 Sample clean up and UPLC separation
In order to minimize sample preparation, our initial intention was to directly inject the
diluted plasma samples aller protein precipitation. Several solvents and diluted
organic acids (e.g. 20 % trifluoroacetic acid) were investigated, but only acetonitrile
provided efficient protein precipitation that was compatible with MS. When sample
composition contained more than 20 % of organic solvent however, M and its
metabolites were not adequately retained on analytical columns when MS compatible
mobile phases were used. Consequently, the sample had to be evaporated and
reconstituted in an aqueous solution (0.1 % formic acid) before injection into the
HPLC-MS system.
128
Table I. Mean ionization efficiency and recovery of M and its metabolites
Concentration Ionization efficiency Recovery
(nM) (mean, n=5) (mean, n=5)
(%) (%)
M 10 90 90
400 94 91
4000 98 90
NM 10 72 93
400 71 91
4000 86 89
M6G 10 113 78
400 98 77
4000 99 76
M3G 10 87 76
400 94 70
4000 97 70
Using this simple reconstitution step, analyte recovery ranged from 70 to 93 % (Table
I). M and NM recoveries were equai or greater than 89 % at ail concentrations tested
while the glucuronide recoveries ranged from 70 % to 7$ %. The lower recoveries
observed may be explained by the polar nature of the glucuronide moiety or non
specific binding to certain components of the precipitated proteins.
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Bioanalyses of complex mixtures consisting of small molecules oflen rely on HPLC
MS or MS-MS for the quantification of analytes. This can usually be achieved by
targeting specific molecular masses or ion-transitions without extensive
chromatographic separations [34]. However, since M3G and M6G possess identical
mass to charge ratios and daughter ions corresponding to quasi-molecular ion of the
parent compound, chromatographic resolution is a prerequisite. Consequently, a large
variety of reversed-phase columns were investigated, including Ci8, C8, CN and
phenyl-hexyl. The best separation was achieved with a Phenyl-Hexyl column using a
step gradient of the mobile phase components. Complete separation was achieved
within 8.0 min and analytes were detected at 3.9 (NM), 5.3 (M3G), 6.7 (M), 6.9
(M6G) and 7.5 min (IS). Analytes were identified on the basis oftheir retention times
and mass spectra compared to individual standard solutions. Representative HPLC
MS chromatograms are presented in figure 2, 3 and 4. More than 300 samples were
injected on the column without adversely affecting its chromatographic performance.
This was made possible by regularly washing the column and changing the pre
column 0.5-im filter at the end of each day of analysis.
3.2 Ionization and MS conditions
An important concem when applying AP-ESI-MS to quantitative bioanalyses is the
ionization process within the EST source, whereby the ionization efficiency relies on
the vaporization of the mobile phase into fine droplets [35]. Factors such as high
aqueous proportions, the presence of endogenous substances coming from the matrix
or the possible co-elution of analytes can alter the process whereby the analytes are
transferred from the mobile phase to the gaseous phase as ions [36, 37].
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Figure 2. LC-MS chromatograms of drug-free plasma (A), rat plasma spiked with 150
nM of M, NM, M3G and M6G (B).
The quasi-molecutar ions quantfied were m/z 286for M m/z 272 for NIVL m/zfor M3G
and M6G and m/z 328 for naloxone. C’omplete separation was achieved within 8.0 min
and analytes were detected at 3.9 (NM), 5.3 (M3G), 6.7 (M), 6.9 (M6G) and 7.5 min (IS;
naloxone).
Fignre 3. LC-MS chromatograms of rat plasma spiked with LOQ concentrations of
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Figure 4. LC-MS chromatograms of a rat plasma sample collected one hour after an
intravenous administration (10 imo1!kg) of morphine.
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Measured concentrations were 666 nMfor M; 7.7 nMfor NM and 1427 nMfor M3G.
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Our experiment showed that post-column addition of acetonitrile improved the signal
of NM and M3G. Since high proportions t> 85%) of aqueous phase were present
when NM and M3G were eluting, the high surface tension of the mobile phase was
adversely affecting the desolvation process into the ion source and resulted in poor
ion formation when compared to M or M6G [38, 39). Acetonitrile acted as a modifier,
which reduced the radius of the droplet and enhanced ion formation.
Although chromatographic separation and post-colunm addition of acetonitrile were
designed to maximize the ionization process, signal suppression could nevertheless
occur since the MS detector only focused on selected ions ($1M mode). The resuits
presented in Table I show that matrix suppression was minimal for M, M3G and
M6G with a signal response aiways exceeding 85 %. On the other hand, NM
appeared to be more affected, as it displayed a maximal signal suppression of 30 ¾ in
cleaned-up plasma samples compared to standard solutions.
3.3 Assay validation
Specificity was achieved by single quadrupole MS in $1M mode. Drug-free plasma
showed no interfering peak with M, NM, M glucuronides or the 1$ at their respective
retention times (figure 2A). To our knowledge, an HPLC-MS method with
comparable sensitivity to HPLC- tandem M$ has neyer been reported for quantitation
of M and its metabolites. The sensitivity of the present assay was comparable or
better than that reported in the literature from selected MS or M$-MS methods [26-
32]. The absolute detection limits (signal to noise ratio =3) were 17, 10, 14 and 20
fmol for M, NM, M3G and M6G, respectively. The LOQ of the assay was 2.44 nM
for M and 4.88 nM for its metabolites (figure 3).
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Table II. Intra- and inter-day accuracy and precision data for M and its major
metabolites
Intra-day (mean, n=10) Inter-day (mean, n=3)
Concentration Accuracy Precision Accuracy Precision
(nM) (% (CV, %) (% (CV, %)
nominal) nominal)
M 10 94 4.2 100 1.0
400 96 1.9 92 3.9
4000 91 3.1 87 5.0
NM 10 94 4.7 93 2.5
400 95 1.4 93 0.1
4000 97 3.3 94 2.9
M6G 10 86 6.0 94 7.0
400 97 2.7 97 0.1
4000 97 3.8 94 5.9
M3G 10 85 5.7 87 2.1
400 95 3.0 95 3.3
4000 98 5.9 95 5.0
CV: coefficient of variation
The method allowed accurate measures over a wide range of concentrations (5 orders
of magnitude) and calibration cune determination coefficients (r-square) were better
than 0.995. Residuals were aiways within 20 % of the nominal value. The method
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was found to be accurate (91-9$ %) for M and NM and 85-97 % accurate for M3G
and M6G (Table II). The intra- and inter-day precisions are presented in Table II.
frrespective of the compound of interest or QC concentration, intra-assay precision
(CV) was better than 6 % and inter-day precision (CV), determined on three
consecutive days, neyer exceeded 7 %.
The effect of various storage conditions on sample stability is presented in Table III.
The experimental protocols were selected to allow enough time for sample
preparation and overnight injections. The results revealed that reconstituted samples
stored in the reffigerated autosampier and sampies kept at room temperature for 6 h
were flot substantially affected. For ail analytes, calculated concentrations were
within 20 % ofthe value obtained from “untreated” QC standards.
3.4 Application of the assay
The method was used to study the PK of morphine and its metabolites in rats. Figure
4 shows that M, M3G and NM were detected in plasma from one rat treated with a
single iv bolus (10 jimollkg) of morphine. The concentration versus time profile
obtained over 4 h is comparable to those reported in the literature (figure 5) [32].
Micromolar concentrations of M were detected at 30 min and declined to
approximately 100 nM at 4 h. The most abundant metabolite, M3G, surpassed levels
of the parent compound afler 30 min and its concentrations declined to approximately
1000 nM at 4 h. On the other hand, NM plasma concentrations neyer exceeded 30 nM
and no detectable levels could be found afier 1 h. This is in agreement with previous
observation in morphine-treated rats where NM was found to be a minor metabolite
in rat plasma and urine [4, 32]. In agreement with data obtained in the literature, M6G
could flot be quantitatively measured [2, 32].
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Table III. Stability of M, NM, M6G and M3G afler different storage conditions
ofQC samples.
Concentration 24 h stability (4 °C) 6 h stability (22 °C)
(nM) (mean, n=5) (mean, n=5)
(% control) (% control)
M 10 109 117
400 103 105
4000 101 101
NM 10 86 88
400 93 97
4000 95 97
M6G 10 118 82
400 98 111
4000 97 105
M3G 10 101 87
400 98 108
4000 95 101
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Figure 5. Plasma concentration versus time profile of M (•), M3G () and NM (Â)
afler a 10 imol/kg intravenous administration of morphine to one rat.
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4. CONCLUSION
In conclusion, a simple RPLC-MS method lias been developed for the rapid and
precise determination of M and its metabolites in small plasma samples (40 iL).
Ninety-six samples could be prepared in a well-plate format within 3 h and a
complete i.v. PK experiment (including calibration curves, QCs and samples obtained
from 4 rats) could be analyzed in less than 24 h of injection time. from the very first
sample collection to data processing, PK resuits could be provided to project teams in
less than 3 days. Our results have demonstrated that HPLC-ESI-MS, together with a
simple precipitation-reconstitution procedure, is an alternative to HPLC-MS or MS
MS methods that traditionally employed liquid-liquid or solid-phase extraction for the
determination of M and its metabolites in biological fluids. The high sensitivity, rapid
tumaround time and simplicity of the method make this technique particularly
attractive for in vitro or in vivo PK studies.
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Part of this work was presented as an oral presentation at HPLC2002, Montréal,
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ABSTRACT
1. The present study was performed to identify the cytochrome P450 (CYP) enzymes
responsible for the N-demethylation of morphine in vitro.
2. In human liver microsomes, normorphine formation followed Michaelis-Menten
kinetics with mean Km and Vmax values of 12.4 ± 2.2 mM and 1546 ± 121 pmolmin
‘mg’, respectively. In microsomes from a panel of 14 human livers phenotyped for
ten CYP enzymes, morphine N-demethylation correlated with testosterone 6f3-
hydroxylation (r= 0.91, p < 0.001) and paclitaxel 6-Œ hydroxylation (r= 0.72, p <
0.001), two specific markers of CYP3A4 and CYP2C8, respectively. Normorphine
formation decreased when incubated in the presence of troleandomycin or quercetin
(by 46% and 33-36%, respectively), which further corroborates the contribution of
CYP3A4 and CYP2C8.
3. Among eight recombinant human CYP enzymes tested, CYP3A4 and CYP2C8
exhibited the highest intrinsic clearance. More than 90% of morphine N
demethylation could be accounted for via the action ofboth CYP3A4 and CYP2C$.
4. Our in vitro findings suggest that hepatic CYP3A4, and to a lesser extent CYP2C8,
play an important role in the metabolism of morphine into normorphine
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Morphine is a potent opioid analgesic traditionally used for the treatment of moderate
to severe pain (Levy 1996). In humans, morphine is metabolised by three distinct
metabolic pathways: glucuronidation, sulfation and N-demethylation (figure 1)
(Mime et al. 1996). frrespective of the route of administration, the majority of
morphine clearance can be attributed to its biotransformation into morphine-3-
glucuronide (M-3-G) and to a lesser extent, into morphine—6-glucuronide (M-6-G),
morphine-3-sulfate and normorphine (Yeh et al. 1977; Hasselstrdm and Siwe 1993).
Normorphine possesses analgesic properties (Lasagna and Komfeld 1958) and may
contribute to morphine-induced toxicity (Glare et al. 1990). This metabolite is found
in urine from normal and addicted subjects (Yeh et al. 1977, Hasseltrim and $àwe
1993, Zhou et al. 1994, Fromm et al. 1997) and is formed in greater amounts when
morphine is administered orally (Brunk and Delle 1974). This may account for the
difference in free morphine concentrations found in urine after oral and intravenous
administration (Glare and Walsh 1991). However, because the enzyme(s) mediating
the formation of normorphine in humans is (are) unlmown, the influence of
pathophysiological conditions or drug interactions on the metabolism of morphine
cannot be entirely predicted.
Although the metabolic profile of morphine is relatively well described in vivo, only
the enzymes involved in its glucuronidation (e.g. UGT2B7 for the conversion of
morphine into M-3-G and M-6-G and less importantly UGT1A3 for the formation of
M-3-G) have been identified (CoffiTian et al. 1998, Green et al. 1998). In contrast, the
enzymes responsible for the sulfation and N-demethylation reactions remain to be
identified. Although this has neyer been proven experimentally in human liver
microsomes, morphine is thought to be N-demethylated via CYP3A4 (Mime et al.
1996, fromm et al., 1997). The purpose of this study was to identify, in vitro, the
CYP (s) responsible for normorphine formation in humans.
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Figure 1. Morphine and its main metabolic pathways in humans.
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MATERIAL AND METHODS
Chemicals
Morphine sulfate was obtained from BDH (Toronto, Ontario, Canada) and naloxone
bis-hydrochioride was purchased from RBI (Natick, MA, USA). Normorphine
hydrochioride was obtained from Sigma-Aldrich (St-Louis, Mo, USA). Other
compounds were from the following sources: magnesium dichloride hexahydrate
(MgC12), glucose-6-phosphate, glucose-6-dehydrogenase, nicotinamide adenosine di-
phosphate (NADP), troleandomycin (TAO), sulphaphenazole (SPZ), quinidine
hydrochioride and quercetin were from Sigma-Aldrich (St-Louis, Mo, USA); S (+)-
mephenytoin (S-meph) was from Ultrafine (Manchester, UK). Stock solutions of
morphine, normorphine and naloxone were prepared in distilled water and stored in
amber glass tubes at — 20°C. Working solutions were prepared in appropriate solvents
immediateÏy before the experiments. Ail other chemicals and reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, Mo, USA).
Human liver microsomes
General incubation conditions
Human liver microsomes were purchased from Xenotech LLC (Kansas City, KS,
USA). Human livers were obtained from approved sources within the USA, in
compliance with United Network for Organ Sharing policies. All incubations [human
liver microsomes (0.4 mgml’ of proteins), morphine (7 to 13 000 j.tM), 0.YM
potassium phosphate buffer at pH 7.4] were performed in duplicate at 37°C. After a 5
min pre-incubation, the reaction was started by the addition of a NADPH
regenerating system (1 mM NADV’, 5 mM glucose-6-phosphate, 1 unitml’ glucose-
6-phosphate dehydrogenase, and 3.3 mM MgC12). The final incubation volume was
500 d. Reactions were stopped afier 30 min by the addition of an equal volume of
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ice-cold acetonitrile acidified with 0.1% formic acid containing 750 nM of naloxone
(internai standard). Samples were then vortex-mixed for 1 minute, put on ice for 10
min and centrifuged (10 000 g for 20 min at 4°C). Supernatants (350 pi) were frozen
at -80°C until anaiysis. Controi incubations were carried out without the NADPH
regenerating system orwithout microsomes.
Enzyme kinetics
The kinetics of normorphine formation were determined using 3 sets of pooled
human liver microsomes obtained from 10 to 15 donors (Xenotec LLC, Kansas City,
KS, USA). Morphine was incubated at concentrations ranging from 7 to 13 000 j.tM.
Morphine could not be incubated at higher concentrations than 13 m]VI because of
solubility limitations (stock solutions precipitated at concentrations above 130 mM).
Enzyme ldnetic parameters (Vmax, Km) were assessed using computerised iterative
non-linear regression (Prism, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The in
vitro intrinsic clearance (CL) was calculated as the ratio of Vmax over Km (Houston
and Kenworthy, 2000). Morphine N-demethylation CLj was scaled up to an in vivo
intrinsic clearance (CL’) as described in the following equation and using
previously published values of scaling factors [45 mg of microsomai protein per gram
of liver, and 20 g of liver per kilogram of body weight (Cariile et al. 1997; Obach
1999)]:
= (45 mg microsomes g’ liver) (20 g liver kg’ body weight)(1)
The CL’ of morphine N-demethyiase was entered in equation (2), along with
estimates ofhuman hepatic biood flow (Q = 20 mllmin!kg; Obach et al. 1999) and
morphine ftee fraction (f) in human plasma (0.65; Glare and Waish 1991), to predict
the in vivo partial clearance (CL(NDAf)) of morphine N-demethylase using the weii
stirred model (Obach et al. 1999).
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CL(N_DM) = Q• fCL /(Q + fCL) (2)
Chemical inhibition studies
Morphine (50 jiM) was incubated with human liver microsomes (3 different pools) in
the presence or absence of two different concentrations of specific inhibitors or
substrates of CYPs (see Figure 3 for concentrations), namely $PZ (CYP2C9, Newton
et al., 1995), quercetin (CYP2C8, Rahman et al. 1994, Masimirembwa et al. 1999), S
meph (CYP2C19, Loft et al. 1991), quinidine (CYP2D6, Newton et al. 1995) and
TAO (CYP3A, Newton et al. 1995). Stock solutions of CYP inhibitors/substrates
were prepared in methanol and were diluted in methanol immediately before the
incubations. The final methanol concentrations neyer exceeded 1% v/v and
appropriate incubation controls (with morphine only and appropriate amounts of
methanol) were used. The mechanism-based inhibitor TAO was pre-incubated with
microsomes (for 15 min in the presence of the NADPH-regenerating system) prior to
the addition of morphine. Ail other inhibitors/substrates were pre-incubated with
morphine prior to the addition of a NADPH-regenerating system, as described in the
general incubation conditions section.
Regression studies
The N-demethylation of morphine (50 jiM) was investigated in a panel of 15 human
liver microsomes (Reaction PhenotypingTM kit version 5, Xenotec LLC, Kansas City,
KS, USA). The microsomal preparations were characterised for the following
activities: NADPH-P450 reductase, 7-ethoxyresorufin O-dealkylation (CYP1A2),
coumarin-7-hydroxylation (CYP2A6), S-mephenytoin N-demethylation (CYP2B6),
S-mephenytoin 4 ‘-hydroxylation (CYP2C 19), paclitaxel (taxol) 6Œ-hydroxylation
(CYP2C8), tolbutamide methyl-hydroxylation (CYP2C9), dextromethorphan O
demethylation (CYP2D6), chlorzoxazone-6-hydroxylation (CYP2E 1), testosterone
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6f3-hydroxylation (CYP3A4/5) and lauric acid 12-hydroxylation (CYP4A1 1).
Statistical analyses were performed with Sigma Stat 2.0 (SPSS, San Rafael, CA,
USA). The statistical significance of any correlation between normorphine formation
and specific CYP activities was evaluated by simple linear regression using a Student
t-test (Œ = 0.05).
cDNA- expressed human CYPs
Morphine N-demethylation was evaluated in microsomes prepared from insect celis
transfected with cDNA encoding for human CYP1A2, CYP2A6, CYP2C8, CYP2C9-
Arg144, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 or CYP3A4. The recombinant enzymes and
microsomes from untransfected insect celis were purchased ftom Gentest
(SupersomeTM; Woburn, MA, USA). Ail incubations [microsomes (100 pmol CYPm1
1),
morphine (50 !.tM), 0. 1M potassium phosphate buffer at pH 7.4] were performed at
37°C. Afier a 5 min pre-incubation, the reaction was started by the addition of the
NADPH-regenerating system (1 mM NADP, 5 mM glucose-6-phosphate, 1 unitmF
glucose-6-phosphate dehydrogenase, and 3.3 mM MgC12). The final incubation
volume was 500 jil. Reactions were stopped afier 20 min by the addition of an equal
volume of ice-cold acetonitrile acidified with 0.1% formic acid and containing 750
nM of naloxone (internai standard). Samples were then vortex-mixed for 1 minute,
put on ice for 10 min and centrifuged (10 000 g for 20 min at 4°C). Supernatants (350
p.1) were frozen at -80°C until analysis. Control incubations were carried out without
NADPH-regenerating system, without protein or in microsomes from untransfected
insect ceils. Normorphine formation rates, expressed as pmolmin’pmof’ CYP, were
corrected for the basal rate of formation of normorphine (0.0 1 pmolmin’pmolCYF’)
when morphine was incubated in microsomes from untransfected insect celis.
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Enzyme kinetics and relative contribution of CYPs
CYPs found to contribute to at least 1% of total relative activity were subjected to
enzyme kinetics investigations, as described in a previous section. The Michaelis
Menten kinetics of morphine N-demethylation by CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 and CYP3A4 were investigated using substrate concentrations ranging from
7 to 13 000 iM. Morphine could flot be incubated at higher concentrations than 13
m?s4 because of solubility limitations (stock solutions precipitated at concentrations
above 130 mM). The relative contribution of individual CYPs (RCi of CYP2C8,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4) to morphine N-demethylation was
estimated using the relative activity factor (RAF) approach suggested by Crespi
(Crespi and Miller 1999, $trômer et al. 2000a, Strômer et al. 2000b, Venkatakrishnan
et al. 200 la). The individual CYP reaction velocity (v(S)) of the isoform i at the
morphine concentration (S) was obtained using the Michaelis-Menten equation
(equation 3). RAF values for specific isoforms (8.3 for CYP2C$; 4 for CYP2C9; 230
for CYP2C19; 42 for CYP2D6 and 3.5 for CYP3A4) were obtained ftom Gentest and
entered with v(S) in equation (4) and (5) to estimate RCi.
y. (S) = [5])i’tKm,i + [Sj) (3)
v=v(S)/RAF (4)
RC (%) {v(S)1 /(RAg x v)x ioo} (5)
LC/MS analysis of normorphine
Normorphine was quantified using a modified version of an RPLC-MS method
developed in our laboratory (Projean et ai, 2003). Briefly, acetonitrile-diluted (200
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iii) supematants were collected and evaporated to dryness under a stream of nitrogen.
Dry residues were dissolved in 200 t1 of 0.1% v/v formic acid and a volume of 30 jil
was injected into the LC/MS system. Chromatographic separations were achieved on
a reversed-phase RPLC column (3 tm particle-size Synergi polar-RP 75 X 4.6 mm,
Phenomenex, Torrance, CA, USA). The mobile phase consisted of 0.1% v/v formic
acid in acetonitrile (A) and 0.1% v/v formic acid in water (B). Afler 1 minute at
100% of B, a linear gradient of A into B was mn (0 to 75% vlv) from f to 10 min.
The column was allowed to re-equilibrate for 2.5 min between injections. The flow
rate was 1 mllmin. Retention times were 3.2 min for normorphine, 4.2 min for
morphine and 5.1 min for the internai standard naloxone. The MS was operated in
scan mode for the qualitative analysis of the incubates (mlz from 200 to 500) and in
seiected ion monitoring (SIM) mode for the quantitative studies (mlz MH, M
being the mass of the parent compound; mlz = 272 for normorphine, m!z = 286 for
morphine and mlz = 32$ for the internaI standard). Calibration curves (9.7-10 000
nM) were constmcted by linear regression of the anaiyte/intemal standard peak area
ratio vs concentration curves (using a weighting factor of 1/concentration). Mean
intra-day precision was Iess than 10 %, mean accuracy approximateiy 95 %. The limit
of quantification was 9.7 nM.
RESULTS
Kinetic studies in human liver microsomes
The NADPH-dependent metabolism of morphine resulted in the formation of
normorphine in ail incubations. No other oxidative metabolite could be detected by
mass spectrometry in SCAN mode. Normorphine formation required microsomal
proteins and the NADPH regenerating system. The reaction was linear with protein
concentration and time. The kinetic parameters describing normorphine formation in
pooled human liver microsomes are presented in Table I.
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In ail cases, normorphine formation foilowed apparent first-order Michaelis-Menten
kinetics, as illustrated in Figure 2. Mean apparent Km and Vmax values were 12.4 ±
2.2 mM and 1546 ± 121 pmolmin’mg’, respectively, yielding a mean apparent
of 0.127 ± 0.017 jilmin’mg’ protein. Normorphine formation kinetics in HLM
predicted a CLDM) of 0.08 ± 0.01 mlmin’kg’ in man.
Effect of chemical CYP inhibitors
Results from the co-incubation of morphine with various CYP inhibitors/substrates in
human liver microsomes are presented in Figure 3. Jnhibitors/substrates selective for
CYP2C19 (S-meph), CYP2D6 (quinidine), and a low dose of SPZ (25 jiM) had littie
(<10%) or no effect on the biotransformation of morphine into normorphine. A 20%
inhibition was observed with high (50 iiM) but less selective concentrations of SPZ.
Low concentrations of quercetin, a CYP2C8 inhibitor, decreased normorphine
formation by approximately 31 to 36%. TAO, a selective mechanism-based inhibitor
ofCYP3As, inhibited normorphine formation by 46 %.
Regression studies
In characterised microsomal preparations from 15 human livers, normorphine
formation rates showed a ten-fold interindividual variability. Data from simple
regression analyses (Table II) suggest that CYP3A (by the formation of 6[3-hydroxy-
testosterone, Figure 4A) and CYP2C8 (by the formation of 6-3-hydroxy-paclitaxel,
Figure 4B) are likely to be involved in normorphine formation.
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Table I. Apparent Michaelis-Menten ldnetic parameters for morphine N
demethylation in pooled human liver microsomes. Ail incubations were performed
in duplicate.
Morphine N-demethyiation
Km Vmax
mM pmolmin1mg’ ulmin’mg1
protein protein
Pooli 13.9 1606 0.116
Pool2 13.7 1625 0.118
Pool 3 9.6 1407 0.147
mean±S.D. 12.4±2.2 1546± 121 0.127±0.02
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Figure 2. Kinetics of normorphine formation from morphine in pooled human liver
microsomes (HLM3).
Symbols represent observed data (average of duplicate samptes), and the curve was
fitted by non-linear regression. Kineticparameters are displayed in Table L
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Figure 3. Effect of chemical substrates/inhibitors on morphine N-demethylation in
pooled human liver microsomes.
Morphine was incubated at 50 p?vL SPZ sulphaphenazole, $-meph, S-mephenytoin;
TAO, troleandomycin. Data are derivedfrom three dfferent determinations and the
100 % value is 7.5pmolmin’mg’.
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TAO 50 iM
S-meph 200 iM
Quinidine 5 jiM
Quinidine I jiM
SPZ 50 iM
SPZ 25 jiM
Quercetin 10 1iM
Quercetin 5 jiM
100 110 120
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Human CYPs expressed in insect ceils
Recombinant human CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 had the
capacity to catalyse normorphine formation (Figure 5). Under these conditions,
CYP3A4 N-demethylated morphine more efficiently than any other CYPs.
Recombinant CYP2D6, CYP2C19 and CYP2C8 followed CYP3A4 in decreasing
order of importance. The least effective enzyme was CYP2C9. The other CYP
enzymes exhibited no significant metabolic activity.
The kinetics of morphine N-demethylation were investigated further with
recombinant CYP2D6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4. Normorphine
formation followed apparent first-order Michaelis-Menten kinetics in ail
recombinants tested (Table III, Figure 6). In agreement with the Km values obtained
in human liver microsomes, the Km values obtained in recombinant CYPs ranged
from 4.8 to 14 mM. CYP2C$ and CYP2C19 exhibited the highest affinity for
morphine whereas CYP3A4 showed the highest intrinsic clearance. Consistent with
the results obtained using a single 50 tM concentration of morphine, CYP2C9 was
the least efficient enzyme to catalyse normorphine formation. CYP2D6 efficiency
was lower than that obtained with CYP2C8 and CYP2C19.
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Table II. Correlation between morphine N-demethylase activity and various
CYP-specific activities following the incubation of morphine (50 iM) in a panel
of 15 different human liver microsomal preparations.
CYP-specific catalytic activities Morphine N-demethylase
activity
CYP Corretation coefficient (r)
Ethoxyresorufin O-deethylase 1A2 0.09
Coumarin 7-hydroxylase 2A6 0.57
S-mephenytoin N-demethylase 2B6 0.33
Paclitaxel 6Œ-hydroxylase 2C8 0.72 ***
Tolbutamide methylhydroxylase 2C9 0.45
S-mephenytoin 4’-hydroxylase 2C19 0.49
Dextromethorphan O- 2D6 0.18
demethylase
Chlorzoxazone 6-hydroxylase 2E 1 0.03
Testosterone 63-hydroxylase 3A 0.91
Lauric acid 12-hydroxylase 4A11 0.10
p < 0.05; ** p < 0.01; p < 0.001; Student t-test
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Figure 4. Relationship between paclitaxel-6-a-hydroxylase (A), testosterone-6-
hydroxylase (B) and morphine N-demethylase activity.
Morphine (50 u&[) was incubated in 15 dfferent hurnan liver microsomal
preparations. Regression coefficient (r) are displayed in Table IL Symbols represent
observed data (average ofduplicate samples).
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Figure 5. Normorphine formation rate following the incubation of 10 iM morphine in
microsomes prepared from insect ceils expressing individual human CYPs.
Samples were assayed in tripticate. ND., no detectable formation ofnormorphine by
the enzyme.
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Predicted contribution of CYP enzymes to morphine N-demethylation
The relative contributions (RCi) of CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 and
CYP3A4 to morphine N-demethylation in HLM were estimated using enzyme kinetic
parameters obtained in recombinant human CYPs (Table III) over a concentration
range determined to be representative of in vivo liver concentrations (0 to 10 iM).
For the most part, morphine N-demethylation was accounted for by CYP3A4 (‘—‘ 60%)
and CYP2C8 Q- 30%) (Figure 7). CYP2CÏ9, CYP2C9 and CYP2D6 appeared to be
of minor importance, accounting globally for less than ten percent of the total
reaction.
Table III. Apparent Michaelis-Menten kinetic parameters for morphine N
demethylation in microsomes from cDNA-expressed CYPs in insect celis.
Incubations were performed in duplicate.
Morphine N-demethylation
Km Vmax
mM pmolmin’pmoT tlmin’pmor’CYF
ICYF
CYP2C8 4.8 5.41 0.0011
CYP2C9 25.4 5.32 0.0002
CYP2C19 6.4 7.67 0.0012
CYP2D6 10.1 6.57 0.0007
CYP3A4 14.15 28.13 0.0020
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Figure 7. Percentage contribution to morphine N-demethylation for CYP3A4,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 and CYP2C19 predicted from recombinant CYP using
RAF normalisation.
Calculations were based on Idnetic parameters obtained froiii reconbinant CYF
displayed in Table III.
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DISCUSSION
This is the first investigation of morphine oxidative metabolism in human liver
microsomes. Mass spectrometry analysis of the microsomai incubates revealed that
normorphine was the only metabolite formed in our incubation conditions.
Ciinicaiiy, in chronically treated subjects, morphine peak to trough plasma
concentrations rarely exceed the micromolar range (Faura et al. 1996). However, - - - - - - -
distribution studies in animais that received single or multiple doses of morphine
have shown that morphine tends to concentrate in tissues such as the kidney, liver,
lung, spleen and muscles (Woods 1954). Accordingly, in patients, morphine
concentrations in the liver are likeiy to be higher than in plasma. Intra-hepatic
concentrations can be approximated by multipiying plasma concentrations by a
partition factor obtained from animal distribution studies or clinical autopsies
(Schmider et al. 1999). Post-mortem analyses reported a morphine liver to blood
partition ratio of approximately four (Felby et al. 1974). In addition, local liver
concentrations may be even higher shortly afier oral administration (Shen et al.
1997). Morphine is rapidly and completely absorbed from the GI tract and is
subjected to extensive first-pass metabolism (Mime et al. 1996). Liver concentrations
of 1 06 to 1 O M are therefore relevant to study the in vitro metabolism of morphine.
The mean apparent Km of 12.4 ± 2.2 mM evidences that liver microsomal enzymes
metabolising morphine to normorphine have a poor affinity for the substrate. The
mean apparent Km is consistent with values previously obtained for the N
demethylation of structurally related opioids. Thus, the N-demethylation of
dihydrocodeine is characterised by apparent Km values ranging from 4 to 14 mM
(Kirkwood et al. 1997).
Using in vitro data in human liver microsomes, the predicted CL (N-DM) in man is
0.08 ± 0.01 mlmin’kg’, which would only contribute to 0.4% of total morphine
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clearance. The low predicted clearance obtained in the present experiments suggests
that the CYP(s) implicated in normorphine formation would have littie contribution
to morphine total clearance. These observations are in good agreement with that
obtained from in vivo data since the major metabolites recovered from biological
fluids are morphine glucuronides and not oxidation products (Hasseistr5m and $awe
1993). In addition, according to urinary data in normal subjects, CL (N..DM) is also
expected to contribute to less than 1% of total morphine clearance (Zhou et al. 1994).
Although a one-enzyme model best fitted normorphine formation, one caimot exclude
the involvement of more than one isoform. Studies using cDNA-expressed systems
showed that CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4 could ail catalyse
the formation of normorphine. However, unlike microsomal preparations that contain
ail CYPs in their native proportions, cDNA-expressed enzymes alone cannot
determine whether an enzymatic pathway makes a quantitatively important
contribution to the overall metabolism of a compound (Rodrigues, 1999). The use of
ifie RAFs has been successfully applied to bridge the gap between recombinant
systems and iiver microsomes. The RAF approach is based on the assumption that
any effect on the rate of formation of a metabolite is independent of the substrate, and
that any factor that may affect the rate of metabolism for one substrate will equally
affect other substrates (Crespi and Miller 1999, Str3mer et al. 2000a, Strômer et al.
2000b). Since this approach has the advantage of taking into account the inherent
differences between the recombinant systems and the liver microsomes, it represents,
when used in conjunction with other methods (inhibitionlcorrelation studies), a
powerful tool to estimate CYP contribution to drug metabolism (Venkatakrishnan et
al. 200 lb, Nakajima et al. 2002).
Using the RAF approach, we identified CYP3A4 as the most active CYP enzyme
contributing to more than 60% of total morphine N-demethylation over a wide range
of concentrations. These observations are consistent with those obtained in human
liver microsomes where the formation of normorphine correlated strongly with the
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6-hydroxylation of testosterone, a CYP3A-mediated reaction (figure 6A) (Waxman
et al. 1991). Further corroboration of the involvement of CYP3A4 in morphine N
demethylation was obtained when the microsomal reaction was extensively inhibited
by TAO, a potent inhibitor ofCYP3As (Newton et al. 1995).
CYP3A4 is recognized as the principal enzyme involved in the N-demethylation of
many drugs (Smith and Jones 1992). Our resuits are consistent with previous findings
on the N-demethylation of other opioids structurally similar to morphine, including
codeine (Caraco et al. 1996) and dihydrocodeine (Kirkwood et al. 1998), which are
also N-demethylated by CYP3A4. Our resuits are also in agreement with clinical
fmdings evidencing a significant increase in total normorphine urine concentrations
when morphine was administered orally to healthy volunteers pre-treated with
rifampine, a CYP3A inducer (Fromm et aÏ. 1997).
Although normorphine formation in human liver microsomes was best fitted by a
one-enzyme kinetic model, a combination of enzymes having similar kinetic
behaviours could lead to the determination of one apparent Km. In addition, if one
CYP is clearly predominant for a particular reaction, this could also resuit in apparent
simple kinetics (Clarke et al. 1998). Therefore, in addition to CYP3A4, other CYPs
might contribute to normorphine formation.
Direct evidence that CYP2C8 could also N-demethylate morphine was first provided
by cDNA-expressed enzymes. Recombinant CYP2C8 was found to have a higher
affinity for morphine (Table II, Figure 4) but a lower capacity than CYP3A4. The
RAF approach predicted CYP2C8 contribution to account for approximately 30% of
total normorphine formation. The results were confirmed by incubations in a panel of
human liver microsomes, where there was a significant correlation between
normorphine formation and taxol 6Œ-hydroxylation, a CYP2C8-mediated reaction
(Rahman et al. 1994). In addition, low concentrations of quercetin (CYP2C8-
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inhibitor), inhibited morphine N-demethylation by 30 to 35%, which is also
consistent with a contribution of CYP2C8 to normorphine formation.
A modest inhibition of normorphine formation (20%) was obsewed when morphine
was incubated with high concentrations of SPZ. However, recombinant CYPs ami
correlation smdies failed to evidence any significant contribution of CYP2C9. The
RAF approach predicted the sum of CYP2D6, CYP2C 19 and CYP2C9 to account for
less than 7% of normorphine formation. Therefore, it is likely that the 20% inhibition
observed with high SPZ concentrations in human liver microsomes may be due to the
inhibition of a CYP other than CYP2C9. SPZ has been shown to inhibit CYP2C8
(Mancy et al. 1996) and may have partially decreased CYP2C8-mediated
nomiorphine formation.
The contribution of CYP2C8 to the metabolism of drugs and endobiotics has recently
gained interest (Ong et al. 2000). Thus far, morphine has flot been involved in drug
interactions with CYP2C8 substrates. This is not surprising since CYP2C8 would be
expected to play a minor role, if any, in drug-drug interactions, given the major
contribution from CYP3A4 and relatively small fraction of the total CYP contents in
the liver expressed as CYP2C8 (Shimada et aÏ. 1994, moue et aÏ. 1997). However,
our in vitro observations substantiate the hypothesis that a certain degree of overlap
exists between CYP2C$ and CYP3A4 substrate specificity (Ong et al. 2000). Partial
contribution ftom CYP2C$ to the metabolism of predominantly CYP3A4 substrates
has been reported with drugs such as carbamazepine, zopiclone and verapamil (Kerr
et al. 1994, Becquemont et aï. 199$, Tracy et al. 1999). In light of these data,
CYP2C8 may even contribute, albeit to a small extent, to the N-dealkylation of
opioids identified as CYP3A4-specific substrates such as dihydrocodeine and
codeine.
In summary, the present investigations evidence the role of CYP3A4 and CYP2C8 in
the N-demethylation of morphine in human liver microsomes. However, since N-
169
demethylation is a minor pathway of morphine metabolism, CYP-mediated drug-drug
interactions resulting from CYP3A4 or CYP2C8 should not be problematic in the
clinic unless major pathways such as glucuronidation are also affected.
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ABSTRACT
PURPOSE: Ibis study was designed to examine the effect of Freund’s complete
adjuvant (FCA)-induced inflammation on liver P450 contents and CYP-specific
activities in the first 7 days that followed a single FCA injection in the rat hindpaw.
METHODS: Rats were humanely sacrificed at regular time points, plasma samples
were collected and liver microsomes were prepared. RESULTS: FCA injection led to
the development of an acute inflammatory response, as evidenced by paw edema and
increased alpha-1 -glycoprotein(AGP) and total-nitrite (NOx) plasma concentrations.
Interleukin (IL-) 1 f3 and Tumor-necrosis-factor(TNF-Œ) could flot be detected in any
samples but plasma IL-6 levels were significantly higher in FCA-treated rats than in
controls at 8h post-FCA (219 ± 70 pglml vs 31 pg!ml, respectively). These changes
were accompanied by a rapid decrease in total P450 contents in rat liver and the
selective downregulation of specific CYP isoforms, as illustrated by decreased
contents/activities in CYP2B, CYP2C6, CYP2C1 1 and CYP2E1 in FCA-treated rat
liver microsomes. CYP2C1 1 was the most severely affected, its protein levels and
catalytic activity decreasing to 20-30% of controls at 48h post-fCA. CYP2D(activity)
and CYP3A2 were unaffected by fCA administration. CONCLUSION: fCA-induced
decreases in CYP contents and activities may have pharmacokinetic and
pharmacodynamic consequences when highly hepatically-cleared dmgs are
administered to fCA-treated rats.
Key words: Cytochrome P450, inflammation, Freund’s complete adjuvant,
[nterleukin-6, rat
‘$1
Cytochromes P450 (P4505) constitute a superfamily of enzymes that catalyze a
variety of oxidative reactions, including xenobiotic biotransformation and
endogenous substrate synthesis or catabolism. In mammals, the CYP isoforms
primarily involved in drug metabolism include the CYP1, CYP2, CYP3 and to a
lesser extent the CYP4 subfamilies. Their expression and activity are influenced by a
variety of events such as genetic, endogenous, environmental or pathophysiological
factors [1]. for instance, infectious and inflammatory stimuli, by triggering a series of
events coÏlectively called the acute phase response, can lead to altered drug
metabolism and pharmacokinetics and eventually influence clinical response [2].
In rats, inftammatory pain models have been developed as an attempt to reproduce
persistent pain in man and are used to evaluate the analgesic potential of new
chemical entities. These models rely on the administration of inflammatory stimuli,
such as freund’s complete adjuvant (FCA), turpentine or lipopolysaccharides (LPS),
to elicit hyperalgesic/allodynic conditions [3]. A single fCA injection in the rat
hindpaw has been shown to produce a stable and reproducible thermal hyperalgesia
from 24 to 72h post-administration [4]. When rats are followed for more than 14 days
post-fCA injection, acute inflammation progresses to a complex arthritis-like stage
[6]. Although FCA-induced hyperalgesia is well characterized pharmacodynamically,
liffle is known about the influence of FCA-induced acute inflammation on the
pharmacoldnetics of co-administered drugs. fCA-induced arthritis has been
recognized to decrease total P450 contents in rat liver [7]. Despite a broad
characterization using non-specific P450 substrates such as aminopyrine [7], a
systematic evaluation of FCA-mediated down-regulation of hepatic individual P450
activities/contents has neyer been reported in the rat. In addition, it is not known
whether P45 Os would be affected to the same extent in the early days that follow
fCA injection, before the development of the arthritis-like syndrome.
The goal of this study was to characterize, in rats, the biochemical and metabolic
events that occur during the acute inflammation phase triggered by a single fCA
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injection, and to assess their potential impact on drug metabolism and
pharmacokinetics. b address this, we examined the effect of FCA-induced
inflammation on rat hepatic P450 contents and activities in the first 7 days that
followed fCA administration. In addition, using a combination ofbiochemical assays
and highly specific HPLC-UV or HPLC-MS methods, we evaluated the relationships
between the observed modifications in P450 contents/activities with the time-course
ofselected inflammatory mediators.
183
MAIERIAL AND METHOUS
Chemicals Diclofenac (DF), dextromethorphan (DM) hydrobromide, dextrorphan
(DEX), p-nitrophenoi, p-nitrocatechol, Tween 20, and Mycobactrium tuberculosis
were purchased from Sigma-Aldrich (Oakviile, Ontario, Canada). Androstenedione,
testosterone and its hydroxyiated metabolites (2a, 213, 613, 7Œ, 16Œ and 1613
hydroxytestosterone) were obtained from Steraloids (Wilton, NH, USA). Four
hydroxy-diclofenac (4-OH-DF) was obtained from BDGentest (Wobum, MA, USA).
Ail other chemical were obtained from VWR International (Montréal, Québec,
Canada).
Animais and treatments The experimental protocol was approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee of AstraZeneca R&D Montréal. Ail
procedures were conducted according to CCAC (Canadian Council on Animal Care)
and AÀALAC (Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory
Animal Care) guidelines. Male Sprague-Dawley rats (Charles River, St-Constant,
Québec), weighing 170-220g, were housed under standard conditions (light/dark
cycle of 12h; room temperature of 20°C) and provided with food and water ad
tibitum. FCA was prepared from 1-mg heat ldlled Mycobaterium Tuberculosis
dissolved in a mixture of 0.85 ml ofparaffin ou and 0.15 ml ofmannide oleate. FCA
treated rats received a single subcutaneous injection of 100 tL of FCA into the
plantar face of the lefi hindpaw. Control rats were treated with an equal volume of
saline. In a first set of rats, hindpaw volumes were measured by liquid
plethysmometry (Ugo Basile, Italy) 24, 48, 72 and 16$h after the injection ofFCA or
saline (nr=6/group). Following isoflurane anesthesia, the same animais were killed by
cardiac puncture (exsanguination) and blood was collected in EDTA tubes. In
addition, livers were removed imrnediately following cardiac puncture, washed to
remove excess blood, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until microsome
preparation. In a second set of rats (n=6/group), only blood samples were collected by
cardiac puncture under light anesthesia, in EDTA tubes 4, 8 and 12h afler the
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injection of FCA. Plasma obtained following blood centrifugation (3000 x g for 15
mm) was stored at -80°C.
Determination of total nitrite levels (NOx). Nitrite, a stable end product of nitric
oxide, was measured in rat plasma using a commercially available kit (Oxis
International i, Portiand, OR, USA). Plasma (5 tl) was incubated with nitrate
reductase to reduce any nitrates to nitrites. following incubation, samples were
treated with Griess reagent and absorbance was measured at 540 nm. The limit of
quantification (LOQ) was 10 jiM.
Determination of Œj-acid glycoprotein (AGP) levels. AGP was measured in rat
plasma using a commercially available radial immunodiffusion kit (Cardiotech
service, Louisville, KY, USA). The LOQ was 100 .tg/ml.
Determination of cytokine levels. Interkeuldn (1L)-1j3, IL-6 and Tumor necrosis
factor (TNF)-Œ levels were determined using rat-specific ELISA kits (Endogen,
Woburn, MA, USA; Amersham bioscience, Baie d’Urfé, Québec, Canada). The LOQ
was 25 pg/ml for IL-1 3 and 31 pg/mI for both IL-6 and TNF-a. Cytokines were
assayed for all time points.
Preparation of rat liver microsomes. Rat liver microsomes were prepared by
differential ultracentrifugation according to the method of Pearce et al. [8]. The final
microsomal pellets were resuspended in 0.25 M sucrose and stored at -80°C.
Microsomal proteins were measured by the BCA protein assay (Pierce, Woburn, MA,
USA) using bovine sernm albumin solutions as standards. Cytochrome P450
quantification was carried out according to the method of Omura and Sato [9].
Gel electrophoresis and Western immunoblotting. Protein levels of various CYP
isoforms present in rat liver microsomes were measured by western immunoblotting.
Proteins (samples and standards) were separated by SDS polyacrylamide gel
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electrophoresis (10% polyacrylamide) and transferred onto a nitrocellulose membrane
(Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). Phenobarbital-induced (CYP2B and
CYP3A2) and benzphetamine-induced (CYP2C 11) rat liver microsomes were used as
standards and were provided by the antibodies supplier (BDGentest, Wobum, MA,
USA). For CYP2E1, recombinant rat CYP2E1 was used as standard (BDGentest,
Wobum, MA, USA). Immunoblots were perfomed in 5% non-fat milk in PBS and
washed in PBS containing 0.1% Tween 20. Membranes were then incubated with
polyclonal goat anti-rat CYP2B1, CYP2C1 1, CYP2E1 or CYP3A2 primary
antibodies (1: 1000; BDGentest Wobum, MA). Anti-rat CYP2BY lias been shown to
cross-react with CYP2B2 and the 10% polyacrylamide gel could not clearly separate
the hands. Thus, the hands recognized by the anti-CYP2B 1 antibody were regarded as
CYP2Bs. Immune complexes were revealed using rabbit anti-goat IgG (secondary
antibody; 1:10 000) coupled to horseradish peroxydase (Sigma-Aldrich, Oakville,
Ontario, Canada). The binding of all antibodies was detected using
electrochemiluminescence (LumiGLO, Kirkegaard & Perry Lab, Gaithersburg, MD,
USA) onto an Hyperfilm ECL autoradiography film (Amersham bioscience, Baie
d’Urfé, Québec, Canada). The product intensities of the immunoblots were measured
with a Hewlett Packard Scanner (Hewlett Packard, Kirkland, Québec, Canada)
equipped with the PC version of Scion Image/Gel analysis program (Scion Corp,
Frederick, MD, USA). Band intensities were normalized to that of a standard that was
mn in the same gel.
lestosterone hydroxylase assay. An incubation mixture containing KH2PO4 (0.1 M
pH 7.4), testosterone (250 j.iM) and liver microsomes (0.3 mglml final protein
concentration) was pre-incubated for 5 min at 37°C. The enzymatic reaction was
initiated by the addition of NADPH (lmM final) and was allowed to proceed for 10
min. The final assay volume was 500 pi and final solvent concentration (methanol)
was less than 1%. Control incubations were performed to ensure product formation
linearity against time and protein concentration. The reaction was stopped with the
addition of an equal volume of ice-cold methanol. Samples were then vortex-mixed,
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put on ice for 10 min and centrifuged (3 500 g for 30 min at 4°C). Supematants were
frozen until HPLC analysis.
Testosterone and its hydroxylated metabolites were quantified using an NPLC-UV
method adapted from Whailey et al. [10]. Briefly, an aliquot (50 jil) of the
supematant was injected onto a reversed-phase FLPLC column (Hypersil BDS C-18
analytical column 3 jim, 4.6 x 100 mm; Phenomenex, Torrance, CA, USA) and eluted
with a linear step gradient of tetrahydrofuran-acetonitrile-water (10:10:80 changing to
14:14:72 over 10 mm) foliowed by an isocratic hold of 5 min. The total mn time was
15 min. The mobile phase was aliowed to re-equilibrate for 3 min between injections.
The flow rate was 1.25 ml!min. Retention times were 3.1 min for 7Œ-testosterone, 3.7
min for 613-testosterone, 4.2 min for 16Œ-testosterone, 5.5 min for 16-testosterone,
6.2 min 1 1-testosterone, 6.5 min for 2a-testosterone, 6.8 min for 2f3-testosterone,
10.6 min for androstenedione and 11.3 min for testosterone. Analytes were detected
at 255 nm. The method was linear between 78 and 40 000 nM for ail metabolites
ç2 0.999), mean accuracy averaged 95% and intra-day reproducibility was within
10%. The LOQ ofthe method was 78 nM for ail metabolites.
Diclofenac 4-hydroxylase and dextromethorphan O-demethylase assays. An
incubation mixture containing KH2PO4 (0.1M pH 7.4), DF (25 jiM) or DM (10 !IM),
and liver microsomes (0.3 mglml final protein concentration) was pre-incubated for 5
min at 37°C. The enzymatic reaction was initiated by the addition of NADPH (lmM
final) and was allowed to proceed for 15 (DM) or 30 min (DF). The final incubation
volume was 500 j.il and final solvent concentration (DMSO) was less than 1 %.
Control incubations were performed to ensure product formation linearity against
time and protein concentration. Reactions were stopped by the addition of an equai
volume of ice-coid acetonitrile. Samples were then vortex-mixed, put on ice for 10
min and centrifuged (3 500 g for 30 min at 4°C). Supematants were frozen until
HPLC analysis.
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DEX and 4-OH-DF were quantified using an HPLC/MS method developed in our
laboratory. Supematants (5-20 tl) were injected directly into the RPLC/MS system
[Agilent 11 00/Benchtop M$ detector equipped with an electrospray source tAguent
Tecbnology, Ville St-Laurent, Québec, Canada)]. Chromatographic separations were
achieved on a reversed-phase HPLC column (Inertsil-ODS-3 C1$, 3jim, 4.6 x 75
mm; Agilent Technology). The mobile phase consisted of a mixture of 0.1 % formic
acid in acetonitrile (A) and 0.1% formic acid in water (B). from O to 0.5 mm, the
mobile phase was kept at 100% B and from 0.5 to 5 mm, a linear gradient of A into B
(5 to 95%) was run. The total mn time was 7 min. The mobile phase was allowed to
re-equilibrate for 3 min between injections. The flow rate was 1 mllmin. Retention
times were 2.88 min for DEX, 5.0 min for 4-OH-DF, 3.25 min for DM and 6.0 min
for Df. The MS detector was set in selected ion monitoring ($1M) mode for the
quantitative analysis of DEX and 4-OH-DF (mlz = MH, M being the mass of the
parent compound; mlz = 296 for DF, mlz 312 for 4-OH-Df, mlz = 272 for DM and
mlz = 258 for DEX). Nebulizer pressure was 60 psi while the drying gas (nitrogen)
was delivered at 13 L/min. Capillary voltage was 3500V and the fragmentor
collision-induced dissociation celi was set at 70V. Analytes were identified on the
basis of their retention times and mass spectra compared to standard solutions.
Calibration curves (4.88-10 000 nM) were constmcted by quadratic regression of the
analyte peak area vs concentration curves (using a weighting factor of
1/concentration). Regression coefficients were aiways higher than 0.999. Mean intra
day variation was Iess than 10%, accuracy averaged 95% and the LOQ was 4.8$ nM.
p-nitrophenol hydroxylase assay. An incubation mixture containing KH2PO4 (0.1 M
pH 7.4), p-nitrophenol (100 jiM) and liver microsomes (0.3 mg!ml final protein
concentration) was pre-incubated for 5 min at 37°C. The enzymatic reaction was
initiated by the addition ofNADPH (lmM final) and was allowed to proceed for 30
min. The final assay volume was 500 tl. Control incubations were performed to
ensure product formation linearity against time and protein concentration. The
reaction was stopped with the addition of 100 !Il of trichloroacetic acid (20 % v/v).
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Samples were then vortex-mixed, put on ice for 10 min and centrifiiged (3 500 g for
30 min at 4°C). $upematant aliquots (125 pi) were transferred into a polystyrene 96-
well plate and diluted with 62.5 pi of NaOH (2 mM). The plate was shaken briefly
and absorbance was measured by spectrophotometry at 535 nm.
Data Analysis Cytochrome P450 levels, total P450 contents and P450 activities were
expressed as percentages ofthe mean of the control group. Differences between FCA
treated and control groups were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Duncan post-hoc test. The level ofsignificance was set at 0.05.
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RESULTS
Inflammatory mediators in FCA-treated rats. In the early days following
injection, fCA administration is associated with local inflammatory signs such as
edema, erythema and hyperalgesia [5]. In our study, FCA injection led to the
development of an acute inflammatory response, as evidenced by paw edema and
increased AGP and NOx levels. Tndeed, ail FCA-treated rats showed significant paw
edema (measured by paw volume in comparison to control rats) (figure lA). From
24h to 7 days after fCA treatment, NOx plasma levels were found to be significantly
higher in FCA-treated than in control rats (figure lB). Peak NOx levels (287 ± 24
jiM) occurred at 72h post-fCA administration. AGP levels were also significantly
increased in FCA-treated rats between 24 and 72h post-FCA. AGP levels decreased
to control levels 7 days afler the FCA injection (figure lB). IL-6 could not be
detected in any plasma samples from control rats (< 31 pglml). In FCA-treated
animais, IL-6 levels were detectable at 8h post-injection (219 ± 70 pg!ml). TNF-Œ
and IL-1 f3 concentrations were found to be below the limit of detection in ail plasma
samples (fCA-treated and control rats).
Total CYP levels and individual protein contents in rat liver microsomes. In rats
treated with FCA, total P450 contents were significantly decreased when compared to
controls (figure 2). In agreement with literature values, mean P450 contents were
0.6 nmol/mg protein for the control group [11]. Weak but significant correlations
were observed between total P450 contents in liver microsomes and NOx or AGP
plasma levels (r = -0.52; and -0.60; p <0.01). Western blots ofCYP2C11, CYP3A2,
CYP2B and CYP2E1 in liver microsomes obtained from rats sacrificed 72h following
FCA or saline administration are shown in figure 3. Figure 2 shows that significant
reductions in CYP2B levels ( 30 to 60%) were observed between 24 and 72h post
FCA. Afler 7 days, CYP2B contents were back to control levels. CYP2C1 1 was the
most severely affected by FCA administration and its expression was suppressed in a
time-dependent manner. A significant decrease (down to 40% of control values) was
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observed 24h aller FCA administration. The effect was maximal at 48h (down to 23%
of control values) and CYP2C1 1 levels slowly increased up to approximately 60% of
controls, 7 days following FCA injection. In contrast, CYP3A2 microsomal contents
were flot altered by FCA treatment (figure 2). CYP2E1 protein contents were
decreased to 60 and 70% of control levels 24 and 48h aller FCA treatment
respectively, but this decrease was not statistically significant.
lestosterone hydroxylation in rat liver microsomes. In rats, CYP2B, CYP2C1 1
and CYP3As have been to shown to catalyze the hydroxylation of testosterone at the
1613, 2Œ/16Œ and 613 positions, respectiveiy [12]. Up to 72h post-FCA, CYP2C1 1-
related activities were lower in microsomes ftom FCA-treated rats than in controls
(figure 4). At 48h post-fCA, testosterone 2Œ and 16Œ-hydroxylase were severely
affected, with a 70% decrease in activity compared to controls. At 7 days post-FCA,
CYP2C11-reiated activities were back to control values. FCA did not have any
significant influence on testosterone 613-hydroxylase (CYP3As) (figure 4). Since
constitutive CYP2B expression is very low in livers from uninduced rats, 16f3-
hydroxytestosterone levels were below the LOQ in ail samples and no activity could
be measured.
Other CYP activities in rat liver microsomes. DF 4-hydroxylation was
significantly altered in rats treated with FCA when compared to controls (figure 5).
This CYP2C6-related activity decreased to a maximum of 65% of control values at
24h post-FCA. Aller 7 days, Df hydroxylase activity was back to control values. In
addition, FCA administration significantly decreased the hydroxylation of p
nitrophenol (CYP2EY) at 24 and 72h post-FCA (figure 5). In contrast, DM O
demethylation was flot altered in liver microsomes obtained from FCA-treated rats
compared to controis (figure 5).
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Figure 1. (A) Volume of liquid displaced by the lefi hindpaw following a
subcutaneous administration of saline (control; •) or fCA (c) to rats. (B) Nitrite +
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Figure 2. Total CYP and CYP3A2, CYP2E1, CYP2C11, CYP2C6 and CYP2B1/2
proteins contents in rat liver microsomes following a subcutaneous administration of
of saline (control)/fCA to rat.
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Figure 3. Western blotting analysis of hepatic microsomal CYP isoforms obtained
from control and fCA-treated (72 h) rats.
Microsomes were subjected to SDS-FAGE electrophoresis and probed for dfferent
protein CYPs using anti-rat polyclonal antibodies. 625 to 2500 ng (CYP2BJ/2, 2C]1,
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DISCUSSION
In this study, we showed that in rats, a single FCA injection downregulates hepatic
P450 expression in the first days following injection. The observed decrease in total
P450 levels (30-45% at 2-3 days post-fCA) appears to be more modest that than
reported in FCA-arthritic rats [85% at 14 days post-FCA, [7]] but comparable to that
detected 24 and 48h afler the administration of turpentine, another rat model of acute
local inflammation [13], suggesting that inflammation severity modulates P450
contents. Jndeed, the release of pro-inflammatory cytokines appears to be more
important in FCA-arthritic rats [14], where TNF-Œ and IL-6 were increased 14 to 25
days after fCA injection, than in our FCA-treated rats, where only IL-6 was increased
at 8h post-injection. In addition, the fact that, in our rat model, plasma NOx and AGP,
which increased with paw edema, were negatively correlated with P450 levels
substantiates further the correlation between inflammation intensity and the decrease
in P450 contents.
Our resuits demonstrate that FCA-induced inflammation has a selective effect on
CYP expression andlor activity in rat liver. CYP3A2 and CYP2E1 contents were
unaltered in FCA-treated rats compared to controls while protein levels of CYP2B
and CYP2C1 1 were strongly downregulated. CYP2C1 1 was the only isoform that did
not retum to control values but remained at less than 60% of control levels at 7 days
post-fCA. Since CYP2C1 1 contents were so severely diminished, and because this
isoform is the major P450 constitutively expressed in male rat liver [13,15] the
decrease in total P450 contents observed in fCA-treated rat liver is likely to resuit
from decreased CYP2C 11 protein levels. Literature findings in other rat models of
acute inflammation confirm the major impact of inflammation on CYP2C11, and to a
lesser extent on CYP2B. In turpentine-treated rats, liver CYP2C 11 contents were
severely decreased 24 to 48h afler injection [13]. However, since no other CYP
isoforms were measured, one could not conclude to a specific effect on CYP2C 11. In
rats submitted to peritoneal macrophage stimulation by particulate irritants,
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CYP2C 11 (mRNA and protein) liver expression was profoundly suppressed while
CYP2E1 and CYP3A2 remained unchanged [16]. In livers from LPS-treated
Sprague-Dawley rats sacrificed at 24h afler injection, CYP2C1 1 and CYP2B, but also
CYP3A2 mRNA and protein levels were diminished [17, 18].
This paper demonstrates that FCA-induced inflammation flot only affects P450
protein levels but also P450-mediated oxidative activities. Consistent with the
observed downregulation in CYP2C 11 contents, testosterone 2&1 6Œ-hydroxylation
rates (CYP2C 11 -specific activities) were severely diminished in fCA-treated rats.
CYP3A-specific activity remained unaltered (testosterone 6-13 hydroxylation), as
were the CYP3A2 protein levels. CYP2E1 was the only isoform for which the FCA
induced protein contents did not agree with the reduction in catalytic activity, as
measured by p-nitrophenol hydroxylase activity. This inconsistency could be
explained by the overail regulation of CYP2E1, which may involve several
mechanisms both at the transcriptional level and at the post-translational level [19].
for instance, Oesh-Bartlomowicz and Oesch have shown that some P45 Os, in
particular CYP2B and CYP2E1, can be inactivated post-translationally without any
decrease in their protein contents, through phosphorylation on a serine residue by
cyclic AMP dependent protein kinases [20]. Therefore, it is possible that the
inflammatory processes triggered by FCA activate mechanisms that decrease
CYP2E 1 catalytic activity or protein turnover.
Several unes of evidence suggest that pro-inflamrnatory cytokines such as IL-6, IL-
1f3 and TNF-Œ are involved in the induction of iNOS and the synthesis of acute phase
proteins such as AGP t21, 22]. Since the observed decrease in P450
contents/activities triggered by FCA administration was accompanied by an increase
in NO and AGP production, we proceeded to characterize the time-course of IL-113,
IL-6 and TNF-Œ in plasma obtained from control and FCA-treated rats. At any time
point, there was no significant difference in IL-113 and TNF-a plasma levels between
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FCA-treated and control rats. In contrast, IL-6 was significantly increased in plasma
from FCA-treated rats compared to controls at 8h post-injection. These flndings are
in agreement with literature reports where IL-1 f3 and TNF-Œ levels were found to be
drastically increased locally (in the rat hindpaw) but not systemically (in plasma)
following FCA treatment [5, 23]. This was also the case in turpentine-treated rats,
where IL-1 [3 and TNF-Œ semm concentrations did flot change compared to control
rats [24, 25]. The authors also measured IL-6 circulating levels and these were found
to peak at the same time post-injection (8h) as in our study afier FCA administration.
Together these findings suggest that IL-6 plays an important role in selectively
altering the expression ofhepatic P45 Os in FCA-treated rats.
Studies in turpentine-treated or control rabbits have demonstrated that serum IL-6,
and not IL-1f3 and TNF-Œ, is responsible for the decrease in total P450 contents in
hepatocytes obtained from the turpentine-treated group [26]. In vitro, the incubation
of primary cultures of rat hepatocytes with IL-6 was associated with a decrease in
CYP2C1 1 and CYP2B mRNA andJor protein levels [27, 28]. In vivo, IL-6
administration decreased CYP2C 11 mRNAlprotein contents, but had no effect on
CYP3A2 or CYP2E1 protein levels [29]. These studies confirmed the role of IL-6 but
could not exciude the involvement of IL-1 [3 and TNF-Œ since these cytokines have
been shown to promote the secretion of IL-6 [25]. Finally, in IL-6 knock-out mice,
the mRNA contents of many P450s (Cypla2, Cyp2aS and Cyp3all) were not
affected by turpentine treatment, wbich further corroborates the predominant role of
JE-6 in P450 downregulation following an inflammatory stimulus [30].
In conclusion, our study demonstrates that a single FCA injection in the rat hindpaw
leads to the development of an acute inflammatory response, as evidenced by paw
edema and increased AGP, NOx and IL-6 plasma levels in the early days that follow
FCA injection. These changes are accompanied by a rapid decrease in total P450
contents in rat liver and the selective downregulation of specific CYP isoforms, as
illustrated by decreased contents and!or activities in CYP2B, CYP2C6, CYP2C1 1
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and CYP2E1 in FCA-treated rat liver microsomes. These early biochemical
modifications may have consequences when drugs are administered to FCA-treated
rats, particularly for highly hepatically-cÏeared drugs. Considering the widespread use
of rodent inflammatory models in pain research, a better knowledge of these
modifications could allow us to explain pharmacokinetic variability and to improve
the pharmacokinetic/pharmacodynamic relationships of new chemical entities.
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NOTATIONS
AGP, Œ1-acid glycoprotein; ANOVA, analysis of variance; API-ES, atmospheric
pressure ionization—electrospray; CYP, cytochrome P450 isoform; DM,
dextromethorphan; DEX, dextrorphan; Df, diclofenac; ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay; FCA, Freund’s complete adjuvant; RPLC[MS, High
Performance Liquid Chromatography/Mass Spectrometry; 4-OH-DF, 4-hydroxy-
diclofenac; IL. Interleukin: LOQ, limit of quantification; LPS, lipolysaccharide (E.
cou endotoxin); M, mass of the parent compound; Ivil{+, molecular ion; mlz, mass
over charge ratio; M, mass spectrometry; NADPH; nicotinamide adenosine di-
phosphate reduced form; NOx, total nitrite levels; P450; cytochrome P450; $1M,
selected ion monitoring; SDS, sodium dodecyl sulfate; TNF-Œ, tumor necrosis factor
Œ.
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ABSTRACT
Purpose. This study was carried out to characterize the metabolism ami
pharmacokinetics of SNC8O in rats and to evaluate the impact of freund’s complete
adjuvant (FCA)-induced inflammation on its body disposition. Methods. The
intrinsic clearance (CL) of SNC$0 was measured following incubations in liver
microsomes from naive and 24h-FCA-treated rats. The unbound fraction (fa) was
assessed by ultrafiifration. SNC8O was administered to naive and 24h-FCA-treated
rats at 10-jimollkg i.v. and 50 imo1Jkg p.o. Resuits. In rats, SNC8O showed a high
plasma clearance (3.1 L/h!kg), low renal clearance (<0.02 LIh!kg) and poor
bioavailability (<4%). Its absorption was nearly complete (98%), pointing to
metabolic first-pass as the major factor limiting oral bioavailability. following i.v.
administration, its plasma clearance was signiflcantly lower in FCA-treated vs.
untreated rats. Despite significant decreases in f (—40%) and (—30%) in FCA
treated rat plasma and microsomes, in vivo, the bioavailability and oral clearance of
orally administered SNC8O were flot significantly different in FCA-treated vs. naive
rats. Conclusions. Our resuits suggest that hepatic and possibly intestinal flrst-pass
contribute to the low bioavailability of SNC$0 and that in FCA-treated rats, non
hepatic mechanisms may compensate for the decrease in plasma clearance,
preventing an increase in the oral bioavailability of SNC8O.
Key words: SNC8O, pharmacokinetics, inflammation, FCA
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In rodents, inflammatory states induced by a variety of stimuli are oflen associated
with significant hyperalgesia and allodynia (1). Freund’s Complete Adjuvant (fCA)
induced inflammation lias been shown to initiate a complex sequence of events, both
locally and centrally, that can lead to the activation of a variety of genes involved in
the modulation and integration of pain (2). Consistent with these observations, the
expression of the receptor, a receptor known to play an important role in pain
control, is up-regulated in spinal dorsal hom neurons following a single injection of
fCA to rats (3).
The selecfive non-peptidic receptor agonist, $NC$0 (figure 1), exerts weak
antinociceptive effects in naive rodents when administered centrally or systemically
(4; 5). Similar to other receptor agonists administered centrally (e.g. D-[Ala(2),
Glu(4)] deltorphin or deltorphin II), SNC8O has been associated with enhanced
antinociceptive effects when administered to FCA-treated rats (3; 6). In anaesthetized
fCA-treated rats, intra-arterial administration of SNC8O reduced the hypersensitivity
of the flexor reflex (7). These resuits suggest that the receptor is a promising target
for the treatment of inflammatory pain.
Although most commonly used analgesics have been tested in rats suffering from
fCA-mediated hyperalgesialallodynia, little is known about the influence of
inflammation on their pharmacokinetics, especially in the early days following FCA
injection. In rats treated with a single dose of fCA, the inflammatory response
obsewed 14 days post-injection (FCA-induced arthritis) is characterized by
pathophysiological changes that can alter dmg disposition namely, elevated levels of
a-1-acid glycoprotein (AGP) andlor decreased liver enzyme activity (8; 9). In
agreement with in vitro evidence, the in vivo pharmacokinetics of several drugs are
also altered in FCA-arthritic rats. (10).
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While SNC8O is considered a gold standard of -mediated efficacy, its metabolism
and pharmacokinetics are poorly understood. Preliminary resuits suggest that SNC8O
is extensively metabolized in rat liver microsomes via an NADPH-dependent system
(11; 12). In rat liver microsomes, the main metabolic pathways of SNC8O appear to
be N-dealkylation and O-demethylation, both routes accounting for approximately
80% of its total microsomal metabolism in vitro (11). In addition, data obtained with
SNC121 (figure 1), a structural analogue of SNC8O, suggest that SNC8O would be
hepatically-cleared and biotransformed into an O-demethylated metabolite in vivo
(13).
The goal of this study was to understand better the metabolic and pharmacokinetic
events that occur following FCA-induced inflammation and their potential impact on
drug response. Therefore, this study was designed, on one hand, to characterize the
pharmacokinetics and excretion profile of SNC8O in naive rats and on the other hand,
to determine the pharmacokinetic modifications induced by a single fCA injection
24h before drug administration. We also investigated if there was any relationship
between in vitro and in vivo changes, using in vitro-in vivo models as predicting tools.
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$NC8O SNC121
Figure 1. Chemical structures ofSNC8O and $NC121.
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MATERIAL AND METHODS
Chemicals and reagents. SNC8O (figure 1) and SNC121 were purchased from
Tocris Cookson (Baliwin, MO, USA). The bis-hydrochioride sait of SNC80 was
prepared at AstraZeneca R&D Montreal. Mycobacterium tuberculosis, human AGP
and human albumin were obtained from Sigma (Sigma, St-Louis, MO, USA). Ail
other chemicals were purchased from VWR international (Montréal, Québec,
Canada) and were of reagent or analytical grade.
Animais and treatments. The experimentai protocoi was approved by the
kstitutionai Animal Care and Use Commiftee of AstraZeneca R&D Montréai.
Experiments were carried out according to CCAC (Canadian Councii on Animal
Care) and AAALAC (Association for the Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care) guidelines. Male Sprague-Dawley rats (Charles River, St
Constant, Québec, Canada), weighing 170-220 g, were housed under standard
conditions (light/dark cycle of 12h; room temperature: 22±1.5°C) with food and
water ad libitum. Freund’s compiete adjuvant (FCA) was prepared from 1-mg heat
ldlled Mycobacterium tuberculosis dissolved in 0.85-ml paraffin oil and 0.15 ml
mannide oieate. Inflammation was induced by the single subcutaneous administration
of 100 tl of FCA into the lefi hindpaw. Ail experiments were conducted 24h
foilowing FCA administration. Naive rats were seiected as controis.
Plasma and tissue collection. Naive and FCA-treated rats (n=6/group) were
humanely sacrificed by cardiac puncture under light isoflurane anaesthesia and blood
was collected into tubes containing (K3) EDTA as anticoagulant. Blood samples were
centrifttged (15 mm, 3000 g) and plasma was decanted and stored at -80°C. Livers
were coiiected quickly foliowing cardiac puncture, washed to remove excess biood,
flash frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Rat liver microsomes were
prepared by differential ultracentrifugation according to the method of Pearce et al.
(14). Microsomes were washed and the final pellets (resuspended in 0.25M sucrose)
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were stored at -80°C. Microsomal proteins were measured by the BCA protein assay
(Pierce, Wobum, MA, USA) using bovine semm albumin solutions as standards.
Quantification of cytochromes P450 was carried out according to the method of
Omura and Sato (15).
In vitro experiments
Plasma protein levets in naïve and FCA-treated rats. Plasma AGP levels were
measured using a commercially available single radial immunodiffusion method
(Cardiotech Services, Inc., Louisville, KY, USA). Plasma albumin levels were
measured using the bromocresol green (BCG) method (Sigma, St-Louis, MO, USA).
SNC8O protein binding in human plasma, human AGP and human albumin solutions
and plasma obtained from naïve and FCA-treated rats. A micropartition system
(Amicon, Millipore Corp, Bedford, MA, USA) was used to determine the unbound
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fraction (fa) of SNC8O by ultrafiltration (BSÇ con,., Colmar, PA, TISA). Human AGP
(0.07 gIlOO mL) and albumin (4 g/100 mL) solutions were prepared in potassium
phosphate 100 mM pH 7.4 at typical concentrations found in human plasma, 0.07
g!100 mL and 4 g!100 mL, respectively (16). Briefly, 1.5 ml of biological fluid or
protein solution was spiked with an aqueous solution of SNC8O to give a final
concentration of 2500 nM. Aliquots (400 jiL) were placed into a filter device and
centrifiiged at 2000 g (22°C) for 20 min using a fixed angle rotor. Concentrations of
SNC8O in the ultrafiltrate (unbound; CfSNC8O) and in plasma (bound + unbound;
CTSNCSO) were determined by LC-MS. The non-specific binding (N$B) to the
membrane was always less than 30%. The fraction unbound (fa) was calculated using
the following equation:
= {CFSNC$O /(CTSNC$o xN$3)}xlOO (1)
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In vitro intrinsic clearance oJSNC8O in liver microsomes obtainedfrom naive and
fCA-treated rats. The in vitro intrinsic clearance (CLj) of SNC8O was obtained
using the rate of disappearance of the compound over time (in vitro “haif-life”
approach) (17). Ail incubations [rat liver microsomes (0.05 mg/mi of proteins),
SNC8O (1 .tM), 0.1M KH2PO4 buffer at pH 7.4 and NADPH (1 mM)] were
performed in duplicate at 37°C. The final assay volume was 0.5 mL and final solvent
concentration (DMSO) was less than 1%. Afler a 5 min pre-incubation at 37°C, the
reaction was started by the addition ofNADPH. At T=0 and at 5, 10, 15, 20 and 30
mm, aliquots were collected and transferred into a vial that had an equivalent volume
of acidified acetonitrile (0.1% formic acid + internai standard SNC121). Samples
were vortex-mixed, put at 4°C for 10 mm, centrifuged at 10 000 g for 30 min and
stored at —80°C until LC/MS analysis.
In vitro-in vivo predictions. The of SNC8O was scaled up to an in vivo intrinsic
clearance (CL’) as described in the following equation [using published values of
physiological scaling factors: 45 mg of microsomal proteins per g of liver and 40 g of
liver per kg of body weight (17; 18)].
CÇ = . (45 mg microsomes / g iiver) . (40 g iiver / kg body weigth) (2)
The CL’ of SNC$0 was entered into equation 3, along with estimates of rat hepatic
biood flow (19) and the experimentaily determined f in plasma, to predict the in vivo
hepatic clearance (CLh) of SNC8O using the well-stirred model.
CLh [Q . Ç (CL )] /[Q + Ç (CLmt)] (3)
Assuming compiete absorption and a total clearance approximating the hepatic
clearance, the predicted oral bioavailabiiity (Fpred) of SNC$0 was predicted using the
foilowing equation (17):
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FPCd = 1—E,1 = l—[CLfi ‘Qh] (4)
in vivo experiments
Pharmacokinetics ofSNC8O in naive and FCA-treated rats. SNC$0 bis-hydrochioride
was dissolved in saline. Four different test groups [two groups ofnaive rats (A,B) and
two groups of FCA-treated rats (C,D)] were included in the study. Groups A and C
(n=4/group) received an intravenous bolus of SNC8O (10 imolIkg) while groups B
and D (n=5/group) received a dose of 50 mol/kg by oral gavage. Blood (250-300
pi) was obtained by tau bleeding and samples were collected at the following time
points afler drug administration: groups A and C, 0.08, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12h;
groups B and D, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 and 12h. Each blood sample was
centrifuged immediately (10 mm, 3000 g) and the plasma was separated and stored at
-80°C until analysis. Potassium (1(3) EDTA was used as anticoagulant (20 pi per 300
iiL of blood).
Excretion of SNC8O in urine and feces of na ive and FC’A-treated rats. In another
experiment, naive and fCA-treated rats were administered SNC8O (10 imol/kg iv, 50
imo1Jkg po; n=2/route of administration) according to the protocol described in the
previous section. Urine and feces were collected at room temperature using metabolic
cages. Urine was collected over the following intervals: 0-4, 4-8, 8-24, 24-28, 28-32
and 32-4$h after drug administration. Feces were collected in 24h intervals until 48li.
All samples were stored at -80°C until analysis. On the day of analysis, feces samples
were weighted and powdered using a fteezer-mill (Spex certiprep inc., Metuchen, NI,
USA).
Oral absorption of SNC8O naive and fCA-treated rats. The absorption of SNC8O
was estimated from the amount of SNC8O recovered unchanged in feces afier oral
and intravenous administration.
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% absorbed 100% - (mean (%)SNC$0 feces,p.o. — mean (%)SNC8O feces,i.v.) (5)
Sample preparation. Urine. A 50 jiL aliquot was first diiuted with one volume of
water and the mixture was further diiuted with 3 volumes of methanol:water (1:2)
acidified with 1% acetic acid containing the internai standard diclofenac (20 !IM).
Samples were centrifuged at 4°C (9000 g) for 10 minutes. feces. 100 mg of feces
powder were suspended in 500 îiL of NaOH iN, spiked with 20 1iL of amitriptyline
(5 jiM; intemal standard) and extracted twice with ethyl acetate (2 mL). The organic
fractions were collected, combined and evaporated at 50°C under a stream of
nitrogen. Residues were reconstituted in 500 jiL (or more as needed) of
water:acetonitrile (1:1) acidified with 0.1% formic acid. Plasma and in vitro
preparations (protein solutions and microsomal incubations). Samples (40-100 p.L)
were diiuted with one volume of ice-cold acetonitrile containing the internai standard
SNC121 (1 jiM). Sampies were centrifuged at 11 000 g for 30 min at 4°C.
LC-MS bioanalysis of SNC8O in various biological media. M$ detection. SNC8O
and SNC86 were analyzed using a single quadrupoie mass spectrometric detector
(MSD) (HP1 100/Benchtop MS detector with API-ES source, Agiient, Québec,
Canada) running in positive ion mode. The MSD was operated in seiected ion
monitoring mode [mlz = MH, M being the mass of the compound; m!z = 450 for
SNC8O and: mlz = 452 for SNC121, mlz 296 for diciofenac or mlz 27$ for
amitriptyline].
Urine. A 10 ti aliquot was injected onto a Luna-C18 coiumn (4.6 x 75 mm: 3.5-km
particle size; Phenomenex, Torrance, CA, USA). The colunm temperature was kept
constant at 40°C. The mobile phase consisted of a mixture of 0.1% formic acid in
water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B) and was delivered at a flow rate of
1 milmin. A step-wise gradient of B into A was run over 12 min. It consisted of a
linear gradient increasing to 95% of B over 8 mm, foilowed by an isocratic hold of 4
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min. A re-equilibration phase of 2 min was ailowed between injections. Retention
times were 4.5 min for SNC8O and 7.2 min for the internai standard diciofenac.
Feces, plasma and in vitro preparations. A 10 tl aliquot of each sampie was injected
onto an Agilent Eclipse XDB-C18 column (4.6 X 30 mm: 3.5-tm particle size). The
mobile phase consisted of a mixture of 0.1% formic acid in water (A) and 0.1%
formic acid in acetonitrile (B) and was delivered at a flow rate of 1 mllmin. A step
wise gradient of B into A was mn over 7 min. It consisted of a linear gradient
increasing to 50% of B over 5.4 mm, foliowed by a rapid increase to 95% of B over 1
min. The retention time of SNC8O was 4.8 min. The retention times for the selected
internai standards were 4.6 min for amitriptyline (feces) and 4.9 min for SNC121
(plasma and in vitro preparations).
The SNC8O standard curve covered dynamic ranges of 50 to 100 000 nM in urine and
0.1 to 50 nmol!g in feces while it ranged from 4.88-9.77 to 5000 nM in plasma and in
vitro preparations. Ail calibration curves were constructed using a quadratic
regression of the analyte/internai standard peak area ratio vs concentration curves
(using a weighting factor of 1/concentration). In ail biological media, the mean intra
day precision was more than 90%, mean accuracy was 105% and regression
coefficients were aiways better than 0.995. The limits of quantification of SNC8O
were 50 nM in urine, 0.1 nmoilg in feces and 9.77 nM in plasma and in vitro
preparations.
Data analysis. The pharmacokinetic parameters of SNC8O were calculated using a
non-compartmental approach (20). The areas under the curve from time O to the last
measurabie plasma concentration (AUCo) were calculated using the iinear
trapezoidai mie. The rate constant of elimination (kel) was caicuiated using the last
three plasma concentrations and the elimination haif-life (T112) was caiculated using
0.693/kel. The area under the curve extrapoiated to infinity (AUC1flf) was caiculated
using AUC01 + Ciast/kel where Ciast was the last measurabie plasma concentration. The
bioavailability (F) of SNC8O was calculated using (AUCjflfp.o./Dp.0.)/(AUCinfj.v.1D1.v.).
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The plasma (CL) and oral (CLIP) clearances were calculated by dividing the dose (D)
by the appropriate AUCf. The mean residence time (MRT) was obtained afier i.v.
administration by dividing the area under the first moment-time curve (AUMCjflf) by
the AUCf. The total volume of distribution (V) was calcuiated using CLX MRT.
The renal clearance was caiculated as the fraction of the SNC8O dose excreted in
urine muitiplied by CL. A compartmentai method was also used to get a better
description of the concentration-time profiles, as the noncompartmental method did
flot aiiow the determination of important estimates such as the first order rate of
absorption constant (Ka), trnax and Cmax.
Compartmentai pharmacokinetic analyses were performed using maximum iikelihood
analysis with ADAPT-ll® (USC biomedicai simulation resource, Los Angeles, USA).
A two-compartment model was found to be the most appropriate to fit the data and
adequately describe the pharmacokinetics of SNC8O in fCA-treated and naive rats.
Discrimination between models (i.e. two compared one or three-compartment) was
decided based upon the visual quality of the fit and the minimization of the aiKaike
information criterion test. The same two-compartment model included Ka and a lag
time (Tiag) to fit the data obtained afier oral administration. Pharmacokinetic
parameters obtained (CL, Vss, t112, F) were compared to those found using the
noncompartmentai approach to validate the model.
Statistical analyses. The statistical significance of differences in mean
pharmacokinetic parameters (noncompartmental) between fCA-treated and naive rats
was obtained by a one-way analysis of variance (ANOVA) foiiowed by Tukey’s post
hoc test (Sigma Stat 2.0, San Raphael, CA, USA). The significance level was set at
0.05. Ail other comparisons between FCA-treated and naive rats were performed
using an unpaired Student t-test.
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RESULTS
Protein levels in plasma obtained from naive and FCA-treated rats. In FCA
treated rats, AGP plasma levels were significantly increased (3-fold) when compared
to untreated rats (figure 2). In contrast, albumin levels were slightly lower in FCA
treated than in naive rats (26 ± 2 gIL vs. 30 ± 2 g/L; p <0.05).
In vitro protein binding of SNC8O in plasma and protein solutions. In rat plasma,
more than 93% ofthe total concentration was found bound to plasma proteins. The in
vitro unbound fraction of SNC8O was significantly decreased (1.5 fold) in plasma
obtained from FCA-treated when compared to naive rats (figure 2). SNC8O was also
highly bound to proteins (93-96%; n=2) in human plasma. In solutions of human
AGP and albumin, $NC$0 was bound at $0-82% (n=2) and 3$-40% (n=2),
respectively.
In vitro intrinsic clearance of SNC8O and total CYP contents in liver microsomes
obtained from naive and FCA-treated rats. SNC$0 was extensively metabolized in
rat liver microsomes with a mean in vitro CLjrft of 1102 jiL/minlmg protein (figure 3).
Compared to naive rats, total CYP levels were lower in liver microsomes obtained
from fCA-treated rats (figure 3) and the of SNC8O was decreased to a similar
extent (40%). The of SNC8O obtained in rat liver microsomes allowed us to
extrapolate hepatic clearances (CLh) of 2.56 and 1.63 L/hfkg in naive and fCA
treated rats, respectively.
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Figure 2. Mean total AGP levels (ri) and mean unbound fraction (.) of SNC8O in rat
plasma obtained from naive and FCA-treated rats. * p <0.05 : Naive vs. fCA-treated
rats.
FCA
* p < 0.05 Naïve vs. FCA-treated rats.
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Figure 3. Mean total CYP contents (u) and mean in vitro CL11 (E) of SNC$O in rat
liver microsomes obtained from naive and FCA-treated rats.
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*p < 0.05: Naïve vs. f’A-treated rats.
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Excretion of SNC8O in urine and feces of naive and FCA-treated rats.
Irrespective of the administration route, less than 1% of the dose was recovered as
$NC8O in urine of naive and FCA-treated rats (table I). Accordingly, using these
data, the renal clearance of the parent compound was estimated to be low,
approximating 0.002 L/h!kg. In naive rats, only 1 and 3% of the dose was found as
unchanged SNC8O in feces following intravenous and oral administration,
respectively, indicating that SNC8O was almost completely absorbed (98%)
following oral administration. In FCA-treated rats, the proportions of unchanged
SNC8O recovered in feces following oral and intravenous administration were similar
to those obtained in naive rats.
Table I. Percentage of the dose found as SNC8O in rat urine or feces
following intravenous (10 Imo11kg) or oral (50 jimollkg) administration of
SNC8O to naïve and FCA-treated rats. Experiments were performed with two
rats per group.
SNC8O (% dose)
Intravenous Oral
(n=2/group) (n=2/group)
Naive Urine 0.05-0.1 0.001-0.008
Feces 1.1-1.4 2.6-3.6
FCA Urine 0.05-0.1 0.001-0.008
Feces 0.33-0.48 0.81-0.85
Intravenous pharmacokinetics of SNC8O in naïve and FCA-treated rats.
Noncompartmental anatysis. Mean plasma concentration-time profiles of SNC8O
following a single intravenous dose of SNC8O to rats are shown in figure 4. In naive
rats, SNC8O had a high plasma clearance (3.11 L/hlkg) and a relatively high (3.5
L/kg) (table II). Its apparent terminal elimination half-life was 2h. In FCA-treated
rats, the plasma clearance of SNC8O was significantly lower (20%) than that obtained
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in naive rats (figure 4, table II). Although small changes were observed in and
11/2, differences were not statistically significant between FCA-treated and naive rats.
CompartmentaÏ anaÏysis. The pharmacokinetic parameters (CL, V) estimated by the
two-compartment pharmacokinetic model were similar to those caicuÏated using the
noncompartmental approach.
Oral pharmacokinetics of SNC8O in naive and FCA-treated rats.
Noncompartmental anaÏysis. When SNC8O was administered orally, less than 5% of
the dose reached the systemic circulation (table III). As evidenced in figure SA,
SNC8O mean plasma concentrations peaked at 108 ± 33 nM within 1h. SNC8O
showed marked inter-rat variability in key pharmacokinetic parameters such as
AUCnf, tmax 0f Cmax. Ail pharmacokinetic parameters, tmax, Cmax and F of SNC8O
were flot significantly changed in FCA-treated rats when compared to naive animais.
In FCA-treated rats, the oral clearance of $NC2O was decreased (30%), albeit flot
significantly, compared to naive rats (figure 5B, table III). Cornpartmental analysis.
The absolute oral bioavailability of SNC$0 estimated by the compartmental model (F
4%) was consistent with the bioavailability estimated using a noncompartmental
approach (Table III). The fitted curve evidenced a double peak that was not detected
noncompartmentally. The rate of absorption of SNC8O was relatively fast in naive
and FCA-treated rats (Ka 0.42-0.44 h’) and most of the dose (75%) was found to
be absorbed over the time interval described by the first peak.
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Figure 4. Mean plasma concentration-time profiles of SNC8O following a single
intravenous administration (10 p.mol/kg) to Naive (.) and fCA-treated () rats.
Solid unes represent the fit and the pale grey dashed unes and symbols represent
individual animais
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
C
C
o
T
ab
le
II
.S
NC
8O
ph
ar
m
ac
ok
in
et
ic
pa
ra
m
et
er
s
o
bt
ai
ne
d
fo
ilo
w
in
g
an
in
tra
ve
no
us
(10
jim
oi/
kg
)a
dm
in
ist
ra
tio
n
o
f
SN
C8
O
to
n
aï
ve
an
d
FC
A
-tr
ea
te
d
ra
ts
N
aï
ve
(n=
4)
FC
A
(n=
4)
N
on
-c
om
pa
rt
m
en
ta
i
Co
m
pa
rt
m
en
ta
i
N
on
-c
om
pa
rtm
en
ta
i
Co
m
pa
rtm
en
ta
i
M
ea
n
(S
D)
es
tir
na
te
s
M
ea
n
(S
D)
es
tim
at
es
Cm
ax
(nm
oi/
L)
43
55
45
91
A
U
CI
flf
IV
(hr
*n
mo
l/L
)
32
26
(24
7)
41
41
(43
5)*
CL
(L
/hr
/kg
)
3.
11
(0.
25
)
3.
07
2.
44
(0.
27
)*
2.
44
T1
12
(hr
)
2.
00
(0.
25
)
1.
82
1.
88
(0.
21
)
2.
03
(L
/kg
)
3.
54
(0.
71
)
3.
25
2.
97
(0.
26
)
3.
02
P
<
0.
05
.
N
aï
ve
vs
fC
A
-tr
ea
te
d
ra
ts
t’.
J
Figure 5. Mean plasma concentration-time profiles of SNC8O following
administration (50 tmol/kg) to Naive (.) and FCA-treated (D) rats.
Solid lin es represent linear interpolation (I) or the fit (II) and the pale
unes and symbois represent individuai animais
a single oral
grey dashed
227
FCANaive
Time (h)
200
150 -
T
I !l00-E5
50-
z
0
l00
II
(0
14
200
— (50
(00
E-E
50
z
o
100-
u
0 2 4 6 I 10 (2 (4
Time (h)
0 2 4 6 0 (0 (2 14
Time (h)
0 2 4 6 8 (0 (2 (4
Time (h)
Q
Q
Q
T
ab
le
II
I.
SN
C8
O
ph
an
Ti
ac
ok
in
et
ic
pa
ra
m
et
er
s
o
bt
ai
ne
d
fo
llo
w
in
g
an
o
ra
l(
50
tm
o1
/k
g)
ad
m
in
ist
ra
tio
n
o
fS
N
C8
0
to
n
aï
ve
an
d
FC
A
-tr
ea
te
d
ra
ts
N
aï
ve
(n
=5
)
FC
A
(n
=5
)
N
on
-c
om
pa
rtm
en
ta
l
Co
m
pa
rtm
en
ta
l
N
on
-c
om
pa
rtm
en
ta
l
Co
m
pa
rtm
en
ta
l
M
ea
n
(S
D)
es
tim
at
es
M
ea
n
(SD
)
es
tim
at
es
Cm
ax
(pf
llO
l/L
)
10
8(
33
)
11
5;
57
12
9(
23
)
14
6;
73
tm
ax
(h)
1.
05
(0.
6)
1.
18
;6
.9
0.
95
(0.
7)
1.
18
; 6
.9
Ka
(h
1)
1.
05
(0.
6)
0.
42
0.
95
(0.
7)
0.
44
A
U
C
flf
0(
hr
*n
mo
1/L
)
65
0
(19
4)
81
5
(13
1)
CL
/F
(L
/hr
/kg
)
84
(29
)
63
(12
)
f
(%
)
4.
0
4.
1
4.
0
4.
2
*
P
<
0.
05
:
N
aï
ve
vs
fc
A
-t
re
at
ed
ra
ts
“
J
229
DISCUSSION
In the present study, data obtained in vitro and in vivo support the hypothesis that the
main elimination pathway of SNC8O in rats is CYP-mediated liver metabolism. In
agreement with previous findings, SNC8O was extensively metabolized in rat liver
microsomes via an NADPH-dependent process (11; 12). Our results also show that
the renal clearance of SNC8O in rats is low, amounting to less than 1% of the plasma
clearance, indicating that $NC8O is mainly eliminated via a non-renal process.
Moreover, the excretion of SNC8O into the gastro-intestinal tract is probably minor as
only a small proportion ofthe intravenous dose (1%) was found in feces.
In vivo, the plasma clearance of SNC8O is high (CL = 3.12 L/hlkg) and in good
agreement with that predicted from liver microsome Cl values (2.6 LIhIkg).
Assuming predominant hepatic metabolism and a blood-to-plasma ratio of 1, our
results suggest that SNC8O is acting as an intermediate-to-high extraction drug in rats
(CL> 70% ofthe hepatic blood flow). SNC8O is also characterized by a large volume
of distribution (V = 3.22 L/kg), which exceeds total body water. The distribution of
SNC8O is reflected on its terminal haif-life, which is about 2h despite extensive
plasma clearance. In vitro, SNC8O has a high affinity for rat and human plasma
proteins with a fraction bound of more than 90%.
When SNC$0 was administered orally to rats, only 4% of the dose reached the
systemic circulation. The low oral bioavailability could be attributed to extensive
first-pass metabolism in the liver as hepatic drug metabolism contributes significantly
to the elimination of SNC8O. However, our resuits show that hepatic metabolism may
not be the sole detenninant of SNC8O poor oral bioavailability in the rat. Indeed,
when oral bioavailability is predicted from the plasma clearance of SNC8O obtained
following intravenous administration or from in vitro data, estimates average 27%
rather than the experimentally measured 4%. This points to another barrier potentially
contributing to the loss of SNC8O, probably one related to the gastrointestinal tract
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(21). More specifically, this may be due to poor absorption of the compound or
extensive metabolism within the intestinal mucosa. The latter is probably the most
likely since we found that the absorption of SNC8O was nearly complete (98%) afler
oral administration to rats.
Our compartmental analysis evidenced the presence of a double peak in the plasma
concentration-time profile of SNC8O following oral administration. In rats, multiple
peak pharmacokinetics have been observed for many drugs administered orally, such
as acebutolol and alprazolam (22; 23). Factors contributing to atypical absorption
may include pre-systemic metabolismlefflux (enterohepatic cycling), the presence of
an “absorption window” along the gastrointestinal tract or variable gastric emptying
(24). For SNC8O, enterohepatic recycling is unlikely, as the plasma concentration
time profiles did not show the presence of a late peak afler its intravenous
administration. Although the double peak seen with the oral plasma profile could be
due to differential rates of absorption along the gastrointestinal tract, data obtained
from the literature suggest that this atypical profile is more likely to resuit from a
decrease in gastro-intestinal motility. Hence, SNC8O has been shown to inhibit small
intestine peristalsis in the guinea pig and colonic transit in the mouse and rat (25-27).
In this study, pharmacokinetic resuits showed differences in the plasma disposition of
SNC8O afier intravenous administration to FCA-treated rats compared to naive
controls. These modifications were essentially found in the elimination processes and
lcd to a 22% decrease in the plasma clearance of SNC8O. In the literature, FCA
induced arthritic rats appear to show unchanged or decreased clearance depending on
the drug administered. Consistent with our data, the clearance of R
hydroxychioroquine, a low to intermediate extraction drug in rats, was decreased
(28). In contrast, the clearance of propranolol, a high extraction drug, was flot
significantly altered (10).
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According to the well-stirred model, the clearance of intermediate to higli extraction
drugs such as SNC8O should depend on any of these physiological parameters: liver
blood flow, f or CLj (29). Accordingly, the observed decrease in ifie plasma
clearance of SNC8O in FCA-treated rats could be the result of one or many factors
affecting these parameters. first, altered plasma protein levels could be responsible
for the decrease in clearance as SNC$0 is highly bound to plasma proteins and FCA
administration led to a 3-fold increase in AGP levels. Indeed, the f was significantly
decreased in rat plasma 24h after FCA injection. As with SNC8O, the plasma protein
binding of many basic drugs has been shown to increase under inflammatory
conditions where AGP levels are elevated (30). Another cause of reduced clearance
could be a decrease in drug metabolism. This is likely as total CYP contents were
decreased in liver microsomes obtained from FCA-treated rats. Other inflammatory
stimuli were also found to decrease CYP contents and some NADPH-dependent
activities in liver microsomes obtained from rats injected with different inflammatory
stimuli (8; 31). Since we showed that the in vitro of SNC$0 was decreased in
liver microsomes from fCA-treated rats, decreased metabolism could underlie the
decrease in the plasma clearance of SNC8O. Finally, the contribution of altered blood
flow is unlikely as it was shown flot to be altered in FCA-arthritic rats (32).
The same scaling approach that was used to predict the in vivo clearance of SNC8O in
naive rats correctly predicted a decrease in the plasma clearance of SNC8O in FCA
treated rats, when protein binding and in vitro values obtained from FCA
treated rat plasmalliver microsomes were used. These observations suggest that an
increase in protein binding and a decrease in the in vitro may have converged
towards a significant reduction in the plasma clearance of SNC8O in FCA-treated rats.
following the oral administration of SNC8O plasma levels were consistently higher in
FCA-treated rats in comparison with naive rats. However, interindividual variability,
which is not unexpected for a compound with low oral bioavailability, precluded the
differences from reaching statistical significance. The higher plasma concentrations
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can probably be attributed to the lower oral clearance of SNC8O in FCA-treated rats,
which in mm, probably resuits from a modification in its plasma clearance, as no
changes in its oral bioavailability were obsen’ed. The latter observation is rather
unexpected since the oral bioavailability of molecules principally eliminated by
hepatic metabolism, such as SNC$O, is typically found to be quite sensitive to factors
affecting their elimination (29). According to our prediction of oral bioavailability,
which assumes that oral absorption is complete and that liver metabolism represents
the main driver of plasma clearance, we should have obsewed a 1 .6-fold increase in
the oral bioavailability of SNC8O in FCA-treated compared to naive rats (Fpred = 42%
(FCA) vs 27% (naive)). Since this wasnotthe case, it is likely that other non-hepatic
mechanisms are involved and compensate for the decrease in metabolic clearance,
preventing an increase in the oral bioavailability of SNC8O in FCA-treated rats.
Considering the potential role of intestinal metabolism in limiting the bioavailability
of $NC8O in naive and FCA-treated rats, one could suggest that intestinal
metabolismi’uptake could be increased in FCA-treated rats, possibly as a result of
decreased gastric emptying or gastrointestinal motility (33), thereby increasing the
residence time of the molecule in the gastrointestinal tract. Further studies are needed
to address this issue.
This is the first study assessing the metabolism and disposition of SNC8O in vivo. Our
results show that, in the rat, SNC$O is mainly eliminated by the liver via CYP
mediated metabolism and demonstrates a high plasma clearance and a low oral
bioavailability. Its low bioavailability is likely to resuit from extensive first-pass
metabolism in the liver andlor gastrointestinal tract rather than from poor absorption.
Our study also demonstrates that an acute inflammatory response induced by FCA
administration triggers alterations in SNC8O pharmacokinetics in rats, particularly at
the clearance level. Together the metabolic and pharrnacokinetic changes found in
our study support the importance of characterizing disease models in a pre-clinical
setting.
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NOTATIONS
AGP; Œ- 1 -acid-glycoprotein; AUC0, area under the curve from time O to the last
measurable plasma concentration; AUCf, area under the curve extrapolated to
infinity; BCG, bromocresol green; Ciast, the last measurable plasma concentration;
CL, plasma clearance; CL/F, oral clearance; CFSNCSO, unbound concentration of
SNC8O in ultrafiltrate; CFSNC8O, plasma concentration of SNC8O; in vitro
intrinsic clearance; scaled in vivo intrinsic clearance; CYP, cytochome P-450;
D, dose; F, bioavailability; fpred, predicted bioavailability; FCA, Freund’s complete
adjuvant; f, fraction unbound in plasma; W, intravenous; Ka, apparent absorption
constant; Ket, rate constant of elimination; LC/MS, liquid chomatography/mass
spectrometry, M, mass of the parent compound; MH+, molecular ion; mlz, mass over
charge ratio; MRT, mean residence time; NADPH; nicotinamide adenosine di-
phosphate reduced form; P0, oral; Q, hepatic blood flow; T112; elimination half-life;
Tiag, lag time; volume of distribution.
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SUMMARY
1. In the present study, we characterized the in vitro pharmacology,
biotransformation and in vivo pharmacokinetics profile of a new 6-receptor
agonist, ARM39O, and compared it to that of SNC8O, a commonly used tool
of 6-receptor mediated pharmacology.
2. ARM39O is an extremely selective (>4000-fold vs. ji and ic-receptors) 6-
receptor agonist, at the cloned human receptor (EC50 137 nM; Emax 80%) afld
in rat brain membranes (EC50 336 nM; Emax 84%). Compared to ARM39O,
SNC8O is only 245 and 1890-fold selective for 6 compared to t and ic
receptors, respectively.
3. In rat liver microsomes, ARM39O is 15 times more stable than SNC8O. Its
major metabolic pathway in vitro and in vivo is N-desethylation into a
metabolite that does not possess significant pharmacological activity. In
contrast, SNC8O is biotransfomied into several metabolites, predominantly N
desallyl-SNC8O and O-desmethyl-SNC8O (SNC86). In addition to being 100-
200 fold more potent than $NC8O at the 6-receptor, $NC$6 is also an agonist
at t and ic-receptors.
4. Following oral administration to rats, ARM39O is highly bioavailable (70%)
whereas SNC8O has negligible bioavailability (<5%), leading to significant
levels of SNC86 in plasma. In contrast, ARM827 plasma concentrations neyer
surpassed that of ARM39O, making it very unlikely to interfere with the
pharmacological action ofthe parent compound.
5. In summary, ARM39O is a highly selective 6-receptor agonist with good oral
bioavailability in rats. Its main metabolite does not possess 6, t, or ç activity,
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making it a more useful tool than SNC8O to investigate -receptor-mediated
pharmacology and physiology in vivo.
KEYWORDS: ARM39O, SNC8O, SNC86, active metabolite, rat brain membrane,
liver microsomes, opioid receptors
List of non-standard abbreviations used in this paper:
AUC0, area under the curve from time O to the last measurable plasma concentration;
AUCinf, area under the cunre extrapolated to infinity; Cjast, the last measurable plasma
concentration; CL, plasma clearance; CL/F, oral clearance; CF, unbound
concentration ofARM39O in ultrafiltrate; CF, free plasma concentration ofARM39O;
CL1, in vitro intrinsic clearance; scaled in vivo intrinsic clearance; CTOP, D
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Om-Thr-Pen-Thr-NH2; DAMGO, H2N-Tyr-D-Ala-Gly-N-Me-
Phe-Gly-ol; D, dose; F, bioavailability; f, fraction unbound in plasma; Lv.,
intravenous; Ket, rate constant of elimination; HPLC/MS, liquid
chromatography/mass spectrometry; M, mass of the parent compound; MH+,
molecular ion; mlz, mass over charge ratio; MRT, mean residence time; p.o., oral; Q,
hepatic blood flow; T112; elimination haif-life; volume of distribution; SIIVI,
selected ion monitoring; TIPP, Tyr-Tic-Phe-Phe; U-69593, ((+)-(5c7c83)-N-
methyl-N-[7-( 1 -pyrrolidinyl)- 1 -oxaspiro [4. 5]dec-8-ylj-benzene acetamide).
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Opioid agonists produce their effects by acting at three main types of receptors,
nameiy t, i and , present in both the central and peripheral nervous systems of
many species including man (Boviil, 1997; Stem et al., 2001). These receptors are
activated either by exogenous opioids or endogenous peptides, modulating
nociception, reward pathways, and response to stress (Gaveriaux-Ruff & Kieffer,
2002). Stimulation of opioid receptors also influences respiration, gastrointestinal
motility, as well as endocrine and immune physioiogy (Kieffer & Gaveriaux-Ruff,
2002). Results obtained from iaboratory animais suggest that the introduction of
selective receptor agonists into therapeutics would aiiow the relief of pain without
causing any of the t and ic agonist-reiated side effects such as constipation, sedation,
respiratory depression or dysphoria (Quock et al., 1999). When administered
centraiiy, selective -receptor agonists have been found to be potent antihyperalgesic
agents in chronic inflammatory pain modeis (Fraser et al., 2000a; Brandt et al., 2001;
Cahili et al., 2003). These findings indicate that the 6-receptor may represent
promising target for the treatment of pain, especiaily that arising from inflammatory
conditions.
One of the first non-peptidic agonists used to study &receptors, SNC8O (figure 1),
suffers from limited potency and short-iived antinociceptive effects in vivo foliowing
s.c., i.m. or oral administration to rodents or monkeys (Biisky et al., 1995; Negus et
al., 1998). This couid be due to suboptimal pharmacokinetic properties since SNC8O
is extensively metaboiized in rat liver microsomes via an NADPH-dependent system
(Plobeck et al., 2000; Wei et al., 2000). In addition, data obtained with SNC121, a
structural analogue of SNC$0, suggest that SNC8O would be hepaticaiiy-cleared in
vivo and form at least one metaboiite with 6-receptor affinity (Schetz et al., 1996). In
agreement with these findings, we recentiy showed that SNC8O is mainly cleared via
cytochrome P450-mediated pathways, which resuits in high plasma clearance in vivo
and poor oral bioavaiiabiiity in the rat (Proj ean et al., submitted). These results
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confirm that the pharmacokinetic properties of SNC8O represent a major limitation to
its use as an in vivo pharmacological tool.
Arylxylidenemethylpiperidines such as ARM3 90 (figure 1) represent a new class of
potent and exceptionally selective non-peptidic agonists (Wei et al., 2000). The
rigidity of the structure imposed by the double bound connected to the piperidine
cycle appears to dramatically increase the selectivity of these compounds toward
receptors. When compared to SNC8O, ARM39O and a limited number of its
derivatives showed much improved stability in rat liver microsomes (Wei et al.,
2000). This suggests that ARM39O could have a good pharmacokinetic profile in
vivo.
The purpose of our study was threefold: j) to characterize the biotransformation of
ARM39O and SNC8O in rat liver microsomes, ii) to compare the in vivo body
disposition and metabolism of ARM39O and SNC8O afler single intravenous (i.v.)
and oral (p.o.) administration to rats and, finally, iii) to assess the possible
contribution of the major metabolites of ARM39O and SNC8O to the in vivo activity
of the parent compound by characterizing their full pharmacological profiles using rat
brain membranes or cells expressing human ji, ic and -receptors.
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Figure 1. Proposed major metabolic pathways of ARM39O (a) and SNC8O (b) in rat
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MATERIAL AND METHODS
In vitro protein bindïng of ARM39O in rat plasma. A micropartition system
(Amicon, Millipore Corp, Bedford, MA) was used to determine the unbound fraction
(fa) of ARM39O by ultrafiltration in heparinized rat plasma. Briefly, a 1.5 ml sample
was spiked with an aqueous solution of the compound to give final concentrations of
2.5 jiM. Aliquots (400 tl) were placed into a centrifugal filter device. Samples were
centrifuged at 2000 g for 20 min using a fixed angle rotor. The centrifuge temperature
was set at 22°C. Concentrations in the ultrafiltrate (unbound; CF) and in plasma
(bound + unbound; Cl) were determined by HPLC-MS (see below for methods).
Non-specific binding (NSB) to the membrane of the filter device was aiways less than
30 %. The fraction unbound (fa) was calculated using the following equation (1):
={CF/(CTxNSB)}xlOO (1)
In vitro intrinsic clearance of ARM39O in rat liver microsomes (RLM). The in
vitro intrinsic clearance (CL) of ARM39O was obtained using the rate of
disappearance of the compound over time (in vitro “haif-life” approach) (Obach et
al., 1997). Ail incubations [rat liver microsomes (0.1 mg mï1 of proteins), test article
(1 .tM), 0.1M KH2PO4 buffer at pH 7.4 and NADPH (1 mM)] were performed in
duplicate at 37°C. The final assay volume was 500 tl and final solvent concentration
(DMSO) was less than 1 %. After a 5 min pre-incubation at 37°C, the reaction was
started by the addition of NADPH. At 1=0 and at 10, 20 and 30 mm, aliquots were
collected and transferred into a vial that contained an equivalent volume of acidified
acetonitrile (0.1% formic acid + intemal standard SNC121). Samples were vortex
mixed, put at 4°C for 10 mm, centrifuged at 10 000 g for 30 min and stored at —80°C
until HPLC/MS analysis. The was scaled up to an in vivo intrinsic clearance
(CL’) using published values of physiological scaling factors [45 mg of microsomal
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proteins per gram of liver, and 40 g of liver per kg of body weight (Houston &
Carlile, 1997; Obach et al., 1997)], as described in the following equation:
CL’ = (45 mg microsomes g’) (40 g liver kg’ body weight) (2)
The CL’0 was entered in equation 3, along with estimates of rat hepatic blood flow
(Q= 4.2 1 W’kg’)( Delp et al., 1998) and the experimentally determined f in plasma,
to predict the in vivo hepatic clearance (CLh) of ARM39O using the well-stirred
model.
CLh
= (Q• f. CL’)• (Q+fCL’) (3)
The oral bioavailability of SNC8O was predicted assuming compiete absorption and
predominant hepatic drug metabolism using the following equation (Obach et al.,
1997):
F = 1-(CL Q) (4)
In vitro metabolic proffling studies of ARM39O and SNC$O in RLM. Ail
incubations [RLM (0.1 mg m1’ proteins), substrate at 100 nM, 1 mM NADPH, 0.1M
KH2PO4 buffer at pH 7.4] were performed in duplicate in disposabie 96-well plates
on a gentiy shaking platform maintained at 37°C. Control incubations were carried
out by incubating the same substrate concentrations in KH2PO4 buffer without rat
liver microsomes or NADPH. The final assay volume was 500 jiL, containing 1%
DMSO. Incubations were started by the addition of NADPH (or buffer for NADPH
free controls) and were stopped afler O and 60 min by the addition of 500 iL of ice
cold acetonitrile. Samples were vortex-mixed, put at 4 oc for 10 mi centriffiged at
10 000 x g for 30 min and stored at —80°C until HPLC-MS analysis.
249
Pharmacokinetics.
Animais. Male Sprague-Dawley rats catheterized (300-350 g) or not (170-220 g)
were used (Charles River Laboratories, St-Constant, Canada or Wilmington, MA,
USA). Catheterized rats had a catheter surgically implanted into the carotid artery by
the vendor. Animais were housed under standard conditions (light/dark cycle of 12h;
humidity 30-70%, room temperature: 21±1.5°C) with food and water ad libitum.
Catheterized rats were individually housed in metabolic cages in an automated
sample collection system (Culex®) and the cannula was connected to sterile
heparinized saline lines in the automated system (Bioanalytical Systems mc, West
Lafayette, IN, USA). The experimental protocols were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee of AstraZeneca R&D Montréal. Ah procedures
were conducted according to CCAC (Canadian Council on Animal Care) and
AÀALAC (Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal
Care) guidelines.
Pharmacokinetics of SNC8O. The pharmacokinetics of SNC8O in rats have been
published elsewhere (Projean et al., submitted). However, metabolite data where not
reported. Ail samples were re-assayed for bionalysis of both SNC8O and its O
demethylated metabolite.
Pharmacokiitetics ofARM39O. ARM39O monohydrochloride was dissolved in saline
(iv) or in 11.25% hydroxyproplycyclodextrin in 0.05M sodium phosphate buffer pH 3
(p.o.). A first group of rats (n=4) received an intravenous bolus ofARM39O (10 tmol
kg’) while another group (n=5) received a dose of 10 imol kg’ by oral gavage.
Blood (250-300 pi) was obtained from the tau vein or removed automatically by
catheter linked to the Culex system. Samples were collected at the following time
points afier drug administration at (0.083; i.v. only), 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, (16;
p.o. only) and 24h. Each blood sample was centrifuged immediately (10 mm, 3000 x
g) and the plasma was separated and stored at -80°C until analysis. Sodium heparin
was used as anticoagulant.
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HPLC-MS analysis. Samples were analyzed using a single quadrupole mass
spectrometric detector (HP1100/Benchtop MS detector with an API-ES source,
Agilent technologies, Québec, Canada) operated in positive ion mode.
lietabotic profiting studies (qualitative analyses). Chromatographic separations of
SNC8O, ARM39O and their respective metabolites were achieved on a reversed-phase
KPLC column (3.5-jim particle-size Luna C18, 75 X 4.6 mm, Phenomenex,
Torrance, CA, USA). The mobile phase consisted of a linear gradient of acetonitrile
in 0.1% formic acid (0 to 75% v/v from 2 to 10 mi. The flow rate was set at 1 ml
min1. The MS was operated in scan mode for analysis ofthe incubates (mlz from 200
to 500). Nebulizer pressure was 60 psi while the drying gas (nitrogen) was delivered
at 13 1 min1. Capillary voltage was 3500V and the fragmentor collision-induced
dissociation celi was set at 70V.
Metabolic stabitity, plasma protein binding and pharmacockinetic studies
(quantitative analyses). An aliquot of each sample (5-10 !.tl) was injected onto an
Agilent Eclipse XDB-C13 column (4.6 X 30 mm: 3.5-tm particle size). The mobile
phase consisted of a mixture of 0.1% fonnic acid in water (A) with 0.1% formic acid
in acetonitrile (B) and was delivered at a ftow rate of 1 ml min1. A step-wise gradient
of B into A was mn over 7 min. It consisted ofa linear gradient increasing to 50 % of
B over 5.4 mm, followed by a rapid increase to 95 % of B over 1 min. Retention
times were 3.6 min for ARM$27, 4.2 min for $NC86, 4.2 min for ARM39O, 4.8 min
for SNC8O and 4.9 min for the internai standard SNC121. The MS was operated in
selected ion monitoring ($1M) mode [mlz = MH+, M being the mass of the parent
compound; mlz = 328 for ARM827, mlz = 349 for ARM39O, nilz = 436 for SNC86,
m!z 450 for SNC8O and mlz = 452 for SNC121]. Nebulizer pressure was 60 psi
whule the drying gas (nitrogen) was delivered at 13 1 min1. Capillary voltage was
3500V and the fragmentor collision-induced dissociation ceIl was set at 70V. The
dynamic ranges of the SNC8O, ARM39O, ARM827 and SNC86 were from 4.88-
9.77 to 5000 nM. Calibration curves were constructed using a quadratic regression of
the analyte/intemal standard peak area ratio vs concentration curves (using a
weighting factor of 1/concentration). Mean intra-day precision was more than 90%,
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mean accuracy approximately 95% and coefficients of regression were aiways better
than 0.995. The limits of quantification ofARM827, ARM39O and SNC86 were 4.8$
nM, while for SNC8O, the limit of quantification was 9.77 nM.
In vitro pharmacology.
Cet! culture and membrane preparation. Human HEK-293S ceils (Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold $pring Harbor, NY, USA) were subjected to stable
transfections with cDNA encoding the human ji, ic and opioid receptors. Ceil lines
were grown in suspension at 37°C and 5% C02 in spinner flasks containing calcium
free DMEM, 10% FBS, and 600 ig m1’ G41$. Human HEK-293S cells were
harvested at 1 to 1.2 million ceils mF’, pelleted, and resuspended in ice-cold lysis
buffer (50 mM Tris, pH 7.0, 2.5 mlvi EDTA, 0.5 mlvi PMSF). Afier lysis on ice for
15 mi cells were homogenized with a polytron for 10 S. The suspension was spun
(1000 x g) for 10 min at 4°C. The supematant was kept on ice and the pellets
resuspended and spun as before. The supematants from both spins were combined
and spun at 46 000 x g for 30 min. The pellets were resuspended in cold Tris buffer
(50 mM Tris/HC1, pH 7.0) and centrifuged a second time at 46 000 x g. The final
pellets were resuspended in 50 mM Tris! 0.32 M sucrose buffer pH 7.0. Aliquots
were snap-frozen in dry ice!ethanol and stored at -80°C until use. Protein contents
were determined by the modified Lowry assay with sodium dodecyl sulfate (Chin et
aÏ., 1994). Rat brain membranes (minus cerebellum) were prepared as described
previously (Fraser et al., 1999).
Opioid receptor binding assays. Receptor binding assays were perfomied in
duplicate as previously described (Plobeck et al., 2000). Membranes obtained from
cell unes expressing human receptors (9.7 pmol mg” of protein), human ji receptors
(0.29 pmol mg’ of protein) or human ic receptors (3.4 pmol mg’ of protein) were
used for binding experiments (Plobeck et al., 2000). Membranes were added to 96
deep-well plates with appropriate concentrations of test compounds and 0.03-0.06 nM
of the appropriate radioligand in binding buffer (50 mM Tris buffer, 3 mM MgCl2,
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and 0.1% BSA (pH 7.4)): [‘251]-[D-A1a2]deltorphin II (IÇ = 0.93 nM at human 6-
receptor), [‘251]-FK33824 (K = 1.14 nM at human Ji-receptor), and [‘251]-D-Proio-
dynOrphlfl A[lflJ (IÇ 0.16 nM at human K-receptor). Total (lB) and nonspecific
(NS) binding were determined in the absence and presence of naloxone (10 iM),
respectively. Ail samples were incubated 1h at room temperature (25°C) before being
vacuum-filtered (filtermate Harvester from PerldnElmer, Woodbridge, Ontario,
Canada) through GF/B Unifilter plates (Perkin Elmer) presoaked in 0.1% PEI for 1h.
Afler filtration, Unifilter plates were washed 3 times with ice-cold wash buffer (50
mM Tris, 5 mM MgC12, pH 7.0) and oven-dried at 55°C for 1h. Iodine-125 was
measured in a TopCount Microplate Scintillation Counter (PerkinElmer) after the
addition of 65 jil of MS-20 scintillation fluid (PerkinElmer) to each Unifilter plate
well.
J35SJGTP,S binding assays. Since 6 receptors were highly expressed in the HEK
293S ceil clone used for binding assays than in rat brain membranes (9.7 pmol mg’
vs. 0.076 pmol mg’ of protein), we used membranes from a cell line having a lower
receptor expression (0.633 pmol mg’ of protein) to assess 6 agonist activity of
compounds (Payza K., in press). The [35S]GTP$ assay on human u and K-receptors
were performed on the same membranes used for the binding. The experimental
procedure was modified from Fraser et al., (1999). Ail membranes were thawed at
37°C, cooied on ice, passed 3 times through a 25-gauge needle, and diluted in GTP
assay buffer. GTP assay buffer for rat brain, cloned human p. and K-receptor
membranes contained: 50 mM HEPES, 20 mM NaOH, pH 7.4, 5 mM MgC12, 100
mM NaC1, 1 mM EDTA, 1 mM DIT and 0.1% BSA. For the cloned 6-receptor, the
concentrations of NaC1 and BSA in the assay buffer were 200 mM and 0.5%,
respectively. Test compounds (150 J’1; 2X of the final concentration), [35S]GTPS (70
pi; final concentration of 0.13-0.17 nM), and membrane (80 iL!) containing 10
(human p.- or ic-receptor) or 20 jig of protein (rat brain or human 6-receptor) were
combined in a 96-deep well plate to give a final volume of 300 pi. Pnor to addition to
the plate wells, membranes were pre-incubated 10 min at room temperature (25°C)
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with GDP, resulting in a final assay concentration of 3 ( -receptor, 15 (ji and D -
receptors), or 120 .tM (rat brain membranes). Where appropriate, membranes were
pre-incubated (25°C) 10 min with CTOP, or TIPP, giving a final concentration of 1 or
0.5 jiM, respectively. for 6-, p-, and ic-receptors, the reference compounds were
SNC8O (3 jiM final), DAMGO (30 tM final) and U-69593 (3 tM final), respectively.
Reference compounds were used to define the maximal stimuiated [35S]GTPS
binding. Basal [35S]GTPS binding to membranes was determined in the absence of
any test substance. All samples were incubated for 1h at room temperature (25°C)
before being vacuum-filtered through Gf/B Unifilter plates presoaked for 1h in
water. Afier filtration, Unifilter plates were washed 3 times with ice-cold wash buffer
(50 mM Tris, 5 mM MgCl2, 50 mM NaCl, pH 7.0) and then oven-dried at 55°C for
1h. [35S]GTPS was measured in a TopCount Microplate Scintillation Counter
(PerkinElmer) afier the addition of 65 jil of MS-20 scintillation fluid (PerkinElmer) to
each Unifilter plate well.
Data analysis.
In vitro pharmacotogy. Ail in vitro analyses were performed using Prism version
3.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) unless otherwise stated. Receptor
binding analyses. Receptor binding data were interpreted using nonlinear regression
analyses appropriate for one-site competitive binding. The 1C50 values of test
compounds were determined from 2-parameter logistic curve fits of percent specific
binding vs log concentrations of the ligand (molar), solving for 1C50 and Hill slope.
[35$]GTP,S binding analyses. The Emax values of the reference agonists (SNC8O,
DAMGO or U-69593) were set at 100% and were used to calculate percent relative
Emax values of ail the other compounds. Values of EC50 and Emax for ligands were
obtained from 3-parameter logistic curve fits of percent stimulated [35S]GTP$
binding vs log concentration of the ligand (molar), solving for EC50, Hill slope and
%Emax. The theoretical EC50 value obtained in presence of an antagonist was
calculated with the foilowing equation (Kenakin, 1993):
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EC5O,expected = ECSO,measured [1 + ((antagonist concentration) / (K))] (5)
Pharmacokinetic aitatyses. Pharmacokinetic parameters were calculated using
noncompartmental meffiods. The area under the curve ftom time O to the last
measurable plasma concentration (AUCo) was calculated using the linear trapezoidal
mie (Gibaldi & Perrier, 1982). A rate constant of elimination (kel) was calculated
using the last three plasma concentrations, and the elimination half-life (T112) was
calculated using O.693(ket)’ The area under the curve extrapolated to infinity (AUC,f)
was calculated using AUCo+ Ciast being the last measurable plasma
concentration. The clearance (CL) and oral clearance (CL F’) were calculated by
dividing the dose (D) by the appropriate AUC0f. The mean residence time (MRT)
was obtained afler i.v. administration by dividing the area under the first moment-time
curve (AUMC0f) by the AUC0f, and the total volume of distribution (V) was
calculated using CL x MRT. The bioavailability (F) was calculated using (AUCj0fp0.
D) x (AUC0 D.0.)’.
Opioid peptïdes and drugs. Mono-hydrochloride saits of ARM39O and its N
desethylated metabolite (ARM827) (Figure 1) were synthesized by the department of
Chemistry at AstraZeneca R&D Montréal (Wei et al., 2000a). Selective j.t-receptor
agonist H2N-Tyr-D-Ala-Gly-N-Me-Phe-Gly-ol (DAMGO) and antagonist D-Phe
Cys-Tyr-D-Trp-Om-Thr-Pen-Thr-Nf{2 (CTOP) were purchased from Bachem
Bioscience (King of Prussia, PA, USA). Selective 6-receptor agonist SNC8O and
antagonist Tyr-Tic-Phe-Phe (TTPP) were obtained from Tocris Cookson (Ellisville,
MO, USA) and Peninsula Laboratories (San Carlos, CA, USA), respectively. The bis
hydrochioride sait of SNC8O was prepared at AstraZeneca R&D Montreal. Selective
K-receptor agonist ((+)-(5 c7o$f3)-N-methyl-N-[7-( 1 -pyrrolidinyl)- 1-
oxaspiro[4.5]dec-8-ylJ-benzene acetamide) (U-69593) was purchased from Research
Biochemicals International, (Natick, MA, USA). SNC86 bis-hydrochioride was a gifi
from Dr Kenner C. Rice (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
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Peptides: [D-A1a2]deltorphin II, FK33824, and D-Proio-dynorphin A[1111 were
purchased from Bachem Bioscience and radiolabeÏled with 125j in house according to
the method described by Fraser et aÏ. (1999). Unless specified otherwise, ail the
compounds were dissolved in DMSO and stored at —40°C until use.
Chemicals and reagents. [35S]GTPyS (specific activity, 1250 Ci/mmol; 46.3
TBq/mrnol) was purchased from PerkinEimer Life Sciences (Boston, MA, USA).
Nicotinamide adenosine di-phosphate reduced form (NADPH), bovine serum
aibumin (BSA), dithiothreitol (DIT), guanosine diphosphate (GDP),
poiyethyleneimine (PEI) and phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) were purchased
from Sigma Chemicais (St-Louis, MO, USA). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), fetal bovine serum (FBS) and G41 8 were obtained from Wysent Inc. (St
Bruno, Quebec, Canada). Rat brains were purchased from HillTop Animais
(Scottdaie, PA, USA). Rat liver microsomes (RLM) were obtained from CTBR
(Sennevilie, Québec, Canada). Ail other chemicals were purchased from VWR
international (Montréal, Québec, Canada) and were of analytical grade.
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RESULTS
In vitro protein binding of ARM39O in rat plasma and in vitro intrinsic clearance
lu RLM. The protein binding of ARM39O was moderate to high in rat plasma, with a
bound fraction amounting to 80±4% (n=3) of its total concentration. The in vitro
CLjrn of ARM39O calculated from its rate of disappearance in RLM was 75 ± 7 il
min1 mg’ protein and 15 times siower than obtained with SNC8O (1200 pi miif’ mg
protein; Projean et al., submitted). The in vitro CLi of ARM39O allowed us to
predict an hepatic clearance (CLh) of 1.22 1 W’ kg’ and an oral bioavailability of
70%.
Metabolic stability and major metabolites of AR1’I39O and SNC$O in RLM.
Control incubations were carried out to ensure that metabolite formation required
microsomal enzymes and NADPH. HPLC-MS analysis of microsomal incubations of
AR1v1390 (Figure 2a) revealed the presence of two metabolites, M(-28) and M(+16),
indicating possible N-desethylation of the amide and oxygen incorporation,
respectively. The monodesethylated metabolite M(-28) was identified as ARIVI$27 on
the basis of its retention time and mass spectra compared to a standard solution
(Figure la). For SNC8O, microsomal incubations (Figure 2b) showed two main
metabolites with m/z ratios of 410 (-40) and 436 (-14), indicating possible N
deallylation of the piperazine nitrogen and O-demethylation of the methoxyphenyl
moiety, respectively. The peak areas of both metabolites were clearly higher than that
of the parent itself. The M(-40) metabolite was tentatively identified as N-deallyl
$NC8O according to its mass spectra, while the (-14) metabolite was identified as
SNC86 (O-desmethyl-$NC8O) on the basis of its retention time and mass spectra
compared to a standard solution (Figure lb). Detailed MS analysis also revealed the
presence of significant amounts of M(+34), minor amounts M(+16) (oxidation) and
M(-28) (N-desethylation) and even a possible secondary metabolite [e.g. M(-40/-14)]
(Figure 2). In a preliminary study, a limited number of plasma samples was analyzed
by HPLC-MS. All metabolites identified in vitro following the incubation of SNC8O
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in RLM were present in plasma obtained from rats administered with a single dose of
SNC8O (i.v. or p.o.) (data not shown). Irrespective of the administration route,
SNC86 and, to a lesser extent M(-40), were the major metabolites present in rat
plasma. When ARM39O was administered to rats, only the M(-28) metabolite could
be found (data not shown). Following the identification of the major metabolites in
vitro and in vivo, ah rat plasma samples were analyzed in Silvi mode targeting the
relevant mlz ratios. ARM827 and SNC86 were quantified in addition to the parent
compound.
Pharmacokiuetics of SNC8O and ARM39O in rats. Figure 3 displays the mean
plasma concentration-time profiles of ARM39O and SNC8O in rats after i.v., and p.o.
administration. The resulting pharmacokinetic parameters are summarized in Table I.
Compared to SNC8O, ARM39O had a higher systemic clearance (CL = 4.5 1 h’ kg’)
and a larger volume of distribution (V = 9.1 1 kg’) (Table I). Although the initial
decline in plasma concentrations was faster with ARM39O, both compounds
presented comparable apparent terminal elimination haif-lives (2h) (Figure 3a and
3b). ARM827 and $NC86 were rapidly detected following i.v. administration oftheir
respective parent compound and their concentrations were aiways lower than those of
the parent compound (Figure 3a and 3h). When ARM39O was administered orally,
the fraction of the dose that reached the systemic circulation was considerably higher
than that of SNC8O (70 % vs. 5%) (Table I). When corrected for the initial dose, the
maximal plasma concentrations ofARM39O were 15 times higher than peak levels of
SNC$0 (Figure 3c and 3d). SNC86 was rapidly detected following the oral
administration of SNC8O and its concentrations exceeded those of the parent
compound at ah time points (Figure 3d). In comparison, ARM827 concentrations
neyer surpassed that ofARM39O (Figure 3c).
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Figure 3. I. Mean plasma concentration-time profiles of ARM39O and AR1V1827
following an intravenous (10 jimollkg) (a) or oral (10 jimollkg) (e) administration of
ARM39O to rats. II. Mean plasma concentration-time profile of SNC8O (.) and
SNC86 (o) following an intravenous (10 jamol/kg) (b) or oral (50 jimoWkg) (d)
administration of SNC8O to rats.
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Table I. Mean (± s.e.mean) pharmacokinetic parameters of ARM39O and SNC8O
obtained following a intravenous or oral administration to rats
Intravenous ARM39O (10 .mo]Jkg) SNC$0 (10 tmoJJkg)*
(n=3) (n=4)
AUCflfV(hnM) 2107±131 3226±124*
CL (1 1i’kg’) 4.53±0.32 3.11±0.13*
T112(h) 1.97±0.37 2.00±0.13*
Vss(lkg’) 9.10±1.45 3.54±0.36*
AUCoh (SNC86/SNC8O) 0.0$
AUCO..$h (ARM$271ARM390) 0.12
Oral ARM39O (10 imoIJkg) SNC8O (50 mol/kg)
(n=3) (n=5)
Cmax(flM) 302± 96 108±15*
tmax(h) 3.0 1.0*
AUCinf,po(hflM) 1576± 537 650±291*
AUCO12h (SNC86/SNC8O) 1.8
AUCOI6h (ARM827/ARM39O) 0.51
F(%) 71 4*
* Proj ean et al., submitted
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Binding affinity of ARM$27 to , and ic receptors. Table II presents the binding
affinity t1C50) of ARM827 to the 6, i, and ic-receptors. ARM827 exhibited high
affinity for the 6-receptor, with a mean 1C50 of 14 nM, but rather poor selectivity
(selectivity ratios =16 (t /6) and 1$ (ic/ 6)).
Table II. Binding affinities of SNC8O, ARM390 and their main metabolite to
membranes prepared from HEK-293S cells clones stably expressing 6-, p-, or K
receptors
1C50 (uM) Selectivity ratio
ic/6ô J.L K
ARM827 14±1 233±40 261±41 16 18
SNC8O* 1.3±0.2 320±58 2480±378 245 1890
SNC86* 0.23 ± 0.02 2.1 ± 0.2 20 ± 3 9 87
ARM39O* 0.87±0.23 3800± 172 7470±606 4370 8590
Values represent the mean (± s.e.mean) determinedfrom three individual experiments performed in
duplicate
*Wei et al.,2000
Potency and efficacy in the [35S]GTPyS binding assay performed with
membranes prepared from HEK-293S celis stably expressing the human ô, jc,
and ic-receptor. Figure 4 shows the [35S]GTPyS binding to HEK-293$ celis
membrane stably expressing the human 6, i, and ic-receptor in response to SNC8O,
SNC86 ARM39O and ARM827. EC50 and Emax values are presented in Table III.
SNC8O and ARM39O were both full agonists at the 6-receptor, and their EC50 value
was 34 and 150 nM, respectively. Both ligands demonstrated very weak agonism at
the IL-receptor (Emax < 10%) and did not activate the ic-receptor. When the metabolites
were assayed, SNC86 exhibited full agonist properties at the ô and ic-receptors. Its
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EC50 values for and K-receptors were in the low (0.26 nM) to medium (68.4 nM)
nanomolar range, respectively. This compound was also a partial agonist at the u
receptor and had an EC50 value averaging 600 nM. In contrast, ARM827 only
partially activated the -receptor (62 %) and was less potent than the parent
compound, with an EC50 value in the micromolar range. In addition, ARM827 was
nearly unable to activate the -receptor (EC50 = 632 nM and Emax 7 %) and was
completely inactive at the ic-receptor.
Potency and efficacy in the [35SIGTPYS binding assay performed with rat brain
membranes in the absence or presence of opioid antagonists. Figure 5 shows the
[35S]GTPyS binding to rat brain membranes in response to SNC$0, SNC$6, ARM39O
and ARM$27. In decreasing order of potency (nM), SNC$6 (0.33 nM), SNC8O (69
nM) and ARM39O (336 nM) could ah efficiently (Emax > $0 %) stimulate the
{35S]GTPyS binding to rat brain membranes (Fig 5a, table W). The oniy exception
was ARM827, which was clearty a partial agonist (Emax = 45 %) with 10w potency
(EC50 =1545 nM). The addition of CTOP had no effect on their activity, except for
DAMGO, which had a 96 foÏd right-shift ofits dose response curve (Figure 5b, Table
4). The [35S]GTPyS binding stimulation by SNC8O, ARM39O or ARM827 was
cornpletely blocked in the presence of TWP (Figure 5c, Table W). TIPP shifted the
dose response curve of SNC$6 by 2057 folds to the riglit (EC50 = 679 + 32.2 nM), a
factor close to that expected from equation 5 (3877 fold; theoretical EC50 127$ nM)
using a K value of 0.129 nM for TIPP.
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Figure 4. Stimulation of [35S]GTPyS binding to membranes (human HEK-293$ celis
stably transfected with ô-, -, or K-receptOr) in response to SNC8O, SNC86, ARM39O
and ARM827. (a) human - (SNC8O as reference full agonist), (b) human c
(DAMGO as reference full agonist), (c) human ic- (U-69593 as reference full agonist).
[35$] GTPy$ binding was performed as described in Material and Methods. Data
normalized to the response of respective referencefull agonists. Each value represents
the mean ± s.e.mean ofat least three independent experiments performed in duplicate.
EC50 and E,, values are summarized in Table III.
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Figure 5. Stimulation of t35S]GTPS binding to rat brain membranes in response to
SNC8O, SNC86, ARM39O, ARM827 and DAMGO. (a) in absence of opioid
antagonist (SNC8O as reference full agonist), (b) in the presence of 1 jiM CTOP
(SNC8O as reference full agonist) (c) in the presence of 0.5 jiM TIPP (DAMGO as
reference full agonist).
[35S]GTPS binding was performed as described in Material and Methods. Data were
normalized to the response ofthe reference full agonists, $NC8O and DAIvIGOfor ô -
and u-receptors, respectively. Each value represents the mean ± s.e.mean ofat least
three independent experiments performed in duplicate. EC50 and Emax values are
summarized in Table IV.
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DISCUSSION
In the present study, we compared the in vitro and in vivo pharmacokinetic
profile of ARM39O to that of the classic non-peptidic -receptor agonist SNC80. The
properties of ARM39O presented herein integrate pharmacological, pharmacoldnetic
and metabolic information and highlight its potential as an interesting in vivo tool for
further exploration of -receptor-mediated mechanisms and their implication in
various disease states.
The development of more selective and orally available ligands represents a
major objective in research programs aiming at the synthesis of new non-peptidic -
receptor agonists (Gaveriaux-Ruff & Kieffer, 2002). ARM39O represents one of the
most selective -receptor agonists reported to date. This selectivity was confirmed in
binding (Wei et al. 2000) and functional assays (present study), as ARM39O did flot
bind nor activate [35S]GTPS binding in the cloned human u and x-receptors. In
addition, the activity of ARM39O in rat brain membranes was independent of .t
recèptor activation since the selective -antagonist (CTOP) was unable to inhibit its
action. In contrast, the pharmacological effect of ARI\4390 was completely blocked
by the addition of a selective -receptor antagonist (TIPP), indicating that its action is
exclusively mediated via the -receptor in rat brain membrane preparations. We
observed the same in vitro findings with SNC8O, in agreement with published data in
vivo showing that i.c.v. antisense to the receptor blocked $NC8O-induced
antinociception in rats whereas CTOP did flot (fraser et al., 2000b). Considering its
pharmacological and structural similarities to SNC8O, ARM39O should also maintain
good selectivity in vivo as well as in vitro. In addition, because ofits 4370 to 8590-
fold selectivity toward i and K-receptors, its effect should remain specific for the 6-
receptor over a wide range of concentrations.
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Our [35S]GTPS binding resuits confirmed that ARM39O is an agonist, albeit
less potent than SNC$0, at the cloned human -receptor and in rat brain membranes.
The EC50 values obtained in this study were higher then those previously reported
(Wei et al., 2000), as ceils expressing lower, more physiological levels of -receptors
were used. The pharmacological characteristics of ARM39O observed with the low
expressing clone were comparable to those obtained in rat brain membranes,
corroborating its physiological relevance as an assay for -receptor activation. The
findings of Marie et al., (2003) supported our observation fin-ther by showing that
ARM39O inhibited forskolin-stimulated cAI\’W accumulation with comparable
potency (EC50 = 111 nM) in a neuroblastoma ceil une endogenously expressing the
human receptor (SK-N-BE).
This study also demonstrated that the improved oral pharmacokinetic
properties of ARM39O represent a major advantage over SNC8O. The high oral
bioavailability of ARM39O in the rat contrasted with the poor oral pharmacokinetic
characteristics of SNC8O. Since the oral bioavailability of ARM39O was well
predicted from in vitro data in liver microsomes (—‘ 70% in both cases), the fraction
lost before entering the circulation probably resulted from hepatic first-pass
metabolism. A significant first pass effect was substantiated by the fact that the
ARM827/ARM39O AUC ratios obtained following p.o. administration were
approximately five times greater than those obtained afler i.v. injection.
In vivo the total clearance of ARM39O was almost three times higher than the
hepatic clearance predicted from microsomal data (4.53 vs 1.22 1 1ï’ kg’). Several
explanations could account for this discrepancy (Obach et al., 1997): In vivo, in the
rat, i) ARM39O might also be metabolized through a non-NADPH dependent
metabolism, ii) metabolic clearance might flot be the primary clearance mechanism
(other excretion routes such as biliary or renal could also contribute) and iii) the liver
miglit not be the major clearance organ. Further studies are needed to address this.
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Our resuits reveal that the poor stability of SNC$0 in RLM is due to its
biotransformation into a multitude of metabolites. In agreement with the findings of
Plobeck et al. (2000), O-desmethyl-SNC8O (SNC86) and N-desallyl-SNC8O were the
most predominant metabolites, accounting for most of the total microsomal
metabolism of the parent compound in vitro. These metabolites were also
predominant in vivo in plasma obtained from rats administered with a single dose of
SNC8O (iv or po). The increased metabolic stability of ARM390 compared to that of
SNC8O probably arises from its Yack ofmetabolically labile groups such as O-methyl
and N-allyl. In RLM, the major metabolic pathway of ARM39O was N-desethylation
ofthe diethylbenzamide, which was only a minor route ofmetabolism for SNC8O.
We showed that SNC86 was a full agonist (Emax = 124 %) and was at least
200 times more potent than SNC8O in activating [35S]GTPS binding response in rat
brain membrane. In addition to having subnanomolar affinity for the -receptor,
SNC$6 or its racemic mixture, (±)-BW373U86, display poor selectivity toward the t
and K-receptors (Chang et aï., 1993; Campa et al., 1996; Plobeck et al., 2000; Bishop
et al., 2003). Furthermore, SNC86 partially or fully activated human ji- and i
receptors. In rat brain membranes, t35S]GTP$ binding response to $NC$6 was
strongly shifted to the right following the addition of TIPP or the non-selective opioid
antagonist naloxone. CTOP had no effect in dispiacing [3H]-SNC86 binding (Campa
et al., 1996) or blocking the [35S]GTP1S binding stimulation of SNC$6 (our study) in
rat brain membranes suggesting that SNC86 does not activate the i-receptor in rat
brain membranes.
It has been shown that opioid receptors are heterogeneously distributed
throughout rat brain regions, which can results in variation in their efficiency of
coupling to G-proteins varies across the brain (Mansour et al., 1995; Maher et al.,
2000). Therefore, even though $NC$6 did not activate the ji receptor in rat brain
membrane, we cannot completely exciude the possibility that SNC86 could activate ji
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or K-receptors in vivo, where high regional receptor densities are present and where
effective coupling to signal transduction pathways occurs. This could explain why (±)
BW373U86 acted as a partial agonist at both and I-receptor in mice subjected to
the acetic acid constriction assay (Wild et aÏ., 1993) and why it was effective as an
antinociceptive agent in -receptor knockout mice subjected to the radiant tau flick
assay (Zhu et al., 1999).
Major circulating metabolites have the capacity to alter the primary
pharmacological response of the parent compound, potentiate its secondary
pharmacology (side-effects) or complicate pharmacokinetic-pharmacodynamic
relationships (Parkinson, 1996; Baillie et ctÏ., 2002). Since we found that SNC86 was
more potent and more efficacious that SNC8O in rat brain membranes and because its
plasma levels following iv/po administration are significant ( 400-fold higher than
its EC50 in rat brain membrane), it us likely that it contributes to the pharmacological
activity of SNC8O in vivo. In addition, contributions from other metabolites, such as
N-desallySNC8O, should flot be ruled out as furness et al. (2000) showed that as N
desallySNC$0 was binding selectively to the -receptor in rat and guinea pig brain
membranes with only slightly lower affinity than SNC8O. In addition, N
desallylSNC8o demonstrated the capacity to stimulate [35S]GTP$ binding in rat brain
membranes, albeit being Ïess efficient than SNC8O (60 % vs 128 % stimulation,
respectively) (Fumess et al., 2000). Unfortunately, the effect of metabolites is often
overlooked in pharmacodynamic or mechanistic studies involving pharmacological
“standards” not fully characterized pharmacokinetically.
In contrast, ARM827, the major metabolite of ARM39O, does not possess
significant pharmacological activity. Without the ethyl substituent, ARM827 has
much less binding affinity, selectivity and activity toward the receptor than the
parent drug. Similar effects were also observed with N-desethylated analogues of
SNC8O or structurally-related diarylpiperazines (Fumess et al., 2000; Plobeck et al.,
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2000). h addition, ARM$27 plasma concentrations neyer surpassed that ofARM390
following p.o. or i.v. administration to rats, making it very unlikely to interfere with
the phannacological action of the parent compound.
In summary, ARM39O has been identified as a highly selective -receptor agonist.
The unique selectivity of this -receptor agonist and its good oral bioavailability
represent major improvements over SNC8O. One should exercise caution when using
SNC$0 as a pharmacological tool in vivo, as it reÏeases pharmacologically active
metabolite(s) that can contribute to its pharmacological activity. In contrast, the
contribution of metabolites is very unlikely to be problematic with ARM39O as its
main metabolite (ARM827) presented poor in vitro activity and low Ïevels in plasma.
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DISCUSSION GÉNÉRALE
PARTIE I: APPROCHES IN VITRO PERMETTANT L’IDENTIFICATION
DES CYPS IMPLIQUÉS DANS LA N-DÉMÉTIIYLATION DE LA
MORPHINE CHEZ L’HOMME
1.1. DÉTERMINATION QUANTITATIVE DE LA MORPHINE ET DE SES
MÉTABOLITES DANS LE PLASMA DE RAT PAR IIPLC-MS
Les études de métabolisme ou de phénotypage demandent la mise au point de
méthodes analytiques fiables permettant de séparer, d’identifier et de quantifier les
composés d’intérêt et leurs métabolites. Un des objectifs de cette thèse était donc la
mise au point d’une méthode analytique pouvant nous permettre de mesurer la
morphine et certains de ses métabolites dans divers milieux biologiques. Puisque la
morphine est souvent utilisée à titre de produit de référence dans les programmes de
recherche visant au développement de nouveaux analgésiques, il était aussi d’intérêt
de mesurer précisément et rapidement ses concentrations et celles de ses métabolites
dans le plasma de rat.
Plusieurs méthodes analytiques visant à quantifier la morphine et ses métabolites
dans les fluides biologiques ont été publiées (Mimes et coli., 1996). Les premières
approches par immuno-essais, par chromatographie en phase gazeuse couplée à la
spectrométrie de masse (MS) ou par chromatographie liquide à haute performance
(}IPLC) (UV, fluorescence, électrochimie) souffrent toutes d’inconvénients qui
limitent leur utilisation. Alors que certaines présentent une sélectivité et/ou une
sensibilité insuffisante (HPLC-UV), d’autres ont le désavantage d’utiliser plus d’une
méthode de détection (HPLC-électrochimie+UV), ce qui augmente le travail et la
consommation d’échantillons de façon considérable. De plus, la plupart des méthodes
de type HPLC (UV, fluorescence, électrochimie) demandent des temps d’analyse
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assez longs et des phases mobiles très complexes afin de permettre une séparation
adéquate. Ces méthodes n’étaient donc pas compatibles avec l’analyse rapide de
multiples échantillons et/ou d’échantillons de faibles volumes que nous recherchions.
La M$ représente probablement la méthode de détection de choix pour un dosage
précis et sensible des petites molécules organiques. La HPLC-MS/MS avec interface
de type «electrospray» offre une sensibilité et une sélectivité accrue et d’autre part,
elle nécessite habituellement peu de travail d’optimisation des conditions
chromatographiques. Ceci s’explique principalement par le fait que les masses ou les
ions de transition spécifiques peuvent être mesurés de façon sélective. Ceci n’est
cependant pas le cas pour le dosage de la morphine et de ses deux métabolites
glucuronoconjugués (M3G, M6G) puisque ces derniers possèdent un rapport masse
sur charge identique et les mêmes ions de transition. De plus, l’ion de transition des
deux glucuronoconjugués correspond à l’ion quasi-moléculaire de la molécule mère,
compliquant davantage la détection par MS. En conséquence, la séparation
chromatographique de la morphine et de ses métabolites glucuronoconjugués
demeure une étape essentielle en dépit de la grande sélectivité de la détection par MS.
Notre méthode HPLC-MS offre une séparation chromatographique efficace de la
morphine et de ses métabolites sur une période temps relativement courte. La
résolution et la spécificité combinées de la chromatographie et de la M$ offrent un
maximum de sensibilité tout en utilisant seulement un quadripôle. En effet, la
sensibilité de notre méthode analytique (limite de quantification 2,44 à 4,88 nM) est
meilleure ou comparable à celle rapportée par d’autres méthodes HPLC-MS ou
HPLC-MS/MS obtenues sur triple quadrupôle.
En HPLC-MS ou MS/MS, la préparation des échantillons (extraction liquide-liquide
ou solide-liquide) contenant la morphine et ses métabolites est souvent une étape
limitante en raison des caractéristiques physicochimiques très différentes de ces
molécules. De bons rendements d’extraction sont souvent difficiles à obtenir et les
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permutations de colonnes et/ou solvants demandent des étapes de validation
supplémentaires. Grâce à la méthode développée dans notre laboratoire, les
échantillons peuvent être injectés directement dans le système de HPLC-M$ après
une simple précipitation des protéines, évaporation et reconstitution dans la phase
mobile. Les recouvrements obtenus avec cette méthode (> 70 % pour tous les
analytes) sont comparables ou supérieurs à ceux obtenus avec des méthodes
analytiques utilisant des extractions liquide-liquide ou des colonnes d’extraction qui
sont coûteuses et plus longues à réaliser. De plus, les volumes d’échantillons utilisés
sont beaucoup plus faibles, ce qui en fait une méthode idéale pour des études
pharmacocinétiques chez les rongeurs. Elle nous permet de quantifier les analytes sur
une gamme importante de concentrations et ce, sans effet mémoire, ce qui évite donc
la dilution préalable d’échantillons. Ainsi, la nouvelle méthode analytique développée
au cours de mes travaux de doctorat peut donc être considérée comme un apport
technologique important. Grâce à cette méthode, il nous a été possible de mesurer la
morphine et ses métabolites dans le plasma de rat et dans les incubations in vitro.
1.2. IDENTIFICATION DES CYP$ RESPONSABLES DE LA N
DÉMÉTHYLATION DE LA MORPHINE DANS LES MICROSOMES DE
FOIE HUMAIN
Que ce soit pour prédire la clairance in vivo d’un médicament ou évaluer la
contribution de certains CYPs à une voie enzymatique donnée, la caractérisation du
métabolisme dans les microsomes de foie humain est une étape nécessaire au
développement de nouvelles entités chimiques (Masimirembwa et coll., 2001
Bjomsson et cou., 2003 ; Roberts, 2003). Grâce à ces approches, le chercheur élimine
les entités chimiques ayant un profil métabolique ou pharmacocinétique défavorable
et essaie d’anticiper d’éventuelles interactions médicamenteuses. De façon générale,
il valide ses expériences et les méthodes qu’il emploie à l’aide de molécules dont les
propriétés pharmacocinétiques sont déjà connues chez l’homme. Grâce à ces études,
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le chercheur s’assure que les méthodes utilisées sont suffisamment adéquates pour
être employées avec des composés dont la phanriacocinétique est encore inconnue.
Le but principal de notre étude était l’identification et la caractérisation des CYPs
hépatiques impliqués dans la N-déméthylation de la morphine chez l’homme à l’aide
de différentes approches in vitro utilisant des microsomes de foie humain et des
microsomes de cellules d’insecte exprimant des CYPs humains recombinants. Nous
avons aussi évalué si ces approches in vitro étaient valables à titre prédictif, même
pour une voie enzymatique mineure.
Nos études de cinétique enzymatique montrent qu’en conditions initiales, la(les)
enzyme(s) qui métabolise(nt) la morphine en normorphine a(ont) une très faible
affinité pour leur substrat (Km apparent = 12,4 mM). À partir de la clairance
intrinsèque obtenue in vitro, nous avons prédit une clairance partielle de N
déméthylation de 0,08 ± 0,01 ml/minlkg, ce qui correspondrait à moins de 0,4 % de la
clairance totale de la morphine. Ces résultats sont en accord avec les données in vivo
puisque la N-déméthylation de la morphine semble représenter moins de 1 % de sa
clairance totale (Zhou et cou., 1993). Ceci suggère donc que l’utilisation de systèmes
in vitro aussi simples que des microsomes de foie combinés à des modèles de
prédiction offrent une représentation assez précise du métabolisme oxydatif de la
morphine in vivo.
Une des étapes les plus importantes lors de la mise en place d’études de phénotypage
in vitro est l’estimation de concentrations in vitro qui seront cliniquement pertinentes.
Lorsque le Km d’une enzyme est très élevé, il est recommandé de faire les
expériences à des concentrations se rapprochant le plus possible des concentrations
hépatiques (Bjomsson et colt., 2003). Ces concentrations hépatiques peuvent être
estimées en multipliant les concentrations plasmatiques par un ratio foie-sang obtenu
à partir d’études de distribution chez l’animal ou après une autopsie chez l’homme.
Bien que les concentrations plasmatiques de morphine dépassent rarement 1 jiM chez
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les sujets traités de façon chronique (Faura et coiL, 1996), des études de distribution
effectuées chez des animaux ayant reçu une ou plusieurs doses de morphine montrent
que cette dernière se concentre dans les tissus bien vascularisés. Chez l’homme, des
analyses post-mortem suggèrent que les concentrations de morphine sont quatre fois
plus élevées dans le foie que dans le sang (Felby et coil. 1974). De plus, les
concentrations hépatiques pourraient être encore plus élevées peu de temps après
l’administration de morphine par voie orale car cette dernière est rapidement et
complètement absorbée au niveau du tractus gastro-intestinal et subit un effet de
premier passage métabolique important. Des concentrations hépatiques de l’ordre de
10.6 à M étaient donc appropriées pour étudier le métabolisme in vitro de la
morphine.
L’identification des CYPs impliqués dans le métabolisme d’une entité chimique est
accomplie en utilisant une combinaison de trois approches de base. Elles ne peuvent
être utilisées seules pour identifier les CYPs impliqués puisqu’elles ne représentent
qu’un élément de la solution.
La première approche consiste à déterminer, à l’aide de systèmes hétérologues, les
CYPs humains ayant la capacité de catalyser la réaction d’intérêt. Les systèmes tels
que les cellules d’insecte exprimant un seul isoforme enzymatique ont l’avantage de
permettre à l’expérimentateur de déterminer avec un haut degré de certitude si un
CYP est capable de catalyser une réaction métabolique donnée. Nous avons pu de
cette façon identifier que le CYP3A4 et le CYP2C8 catalysent efficacement la N
déméthylation de la morphine.
Une deuxième approche demande l’évaluation de la réaction métabolique d’intérêt en
présence ou en absence d’inhibiteurs chimiques sélectifs pour un isoforme particulier
et/ou d’anticorps immunoinhibiteurs spécifiques. Dans ce genre d’études, les
inhibiteurs chimiques doivent être utilisés à des concentrations assurant une
sélectivité et une efficacité d’inhibition adéquate. Ces dernières conditions dépendent
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essentiellement du mécanisme d’inhibition de l’inhibiteur (réversible vs. irréversible).
Par exemple, l’inhibition par un inhibiteur chimique irréversible (ex
troléandomycine) est essentiellement indépendante de la concentration en substrat. En
revanche, les inhibiteurs réversibles compétitifs ou mixtes (ex : quercétine)
dépendront des concentrations en substrat seulement si ce dernier est incubé à des
concentrations supérieures à SOfl Km (Rodrigues, 1999). Il n’y a pas de restriction
quant aux méthodes d’inhibition employées car l’important est de couvrir une gamme
importante de CYPs. Grâce à l’utilisation judicieuse d’inhibiteurs chimiques
spécifiques (dont la quercétine et la troléandomycine), nous avons pu confirmer le
rôle des CYP3As et du CYP2C8 dans la formation de normorphine à partir de la
morphine.
La troisième approche s’attache à corréler la vitesse de réaction de la voie
métabolique d’intérêt avec l’activité d’un marqueur spécifique des CYPs à partir d’un
panel de microsomes de foies provenant de différents donneurs et caractérisés pour
leur niveau d’activité en CYPs. Il est recommandé d’utiliser des microsomes
provenant d’au moins dix donneurs différents et possédant un minimum de co
variables qui pourraient fausser les résultats (faux positifs). Ces dernières peuvent
avoir de multiples causes allant de la co-régulation (associée ou non à des facteurs
environnementaux) au hasard. Heureusement, le panel utilisé dans notre étude ne
montrait aucune co-variable pouvant avoir un impact significatif sur les résultats
obtenus. La qualité de notre panel de microsomes de foie nous a permis de mettre en
évidence la contribution des CYP3As et du CYP2C8 sans aucune ambiguïté. Les
études de corrélation souffrent tout de même de certaines faiblesses justifiant
l’utilisation d’approches complémentaires, à savoir un manque de sélectivité envers
certains substrats (ex : substrats CYP3A4/CYP3A5) ou l’incapacité d’identifier
quantitativement la contribution de plus d’un CYP.
Grâce aux recombinants, il est possible d’identifier les enzymes possédant une haute
affinité (faible Km) ou celles possédant une haute capacité (Vmax élevé) pour le
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substrat étudié. Par exemple, nous avons montré que le CYP2C8 était un système à
plus haute affinité que le CYP3A4 pour la N-déméthylation. Le fait que la présence
de deux systèmes enzymatiques n’ait jamais été détectée dans les microsomes de foie
humain pourrait s’expliquer par l’implication d’une combinaison d’enzymes ayant un
comportement cinétique similaire ou par l’importance prépondérante d’un CYP sur
un autre pour une réaction particulière.
À la différence des préparations microsomales qui contiennent tous les CYPs dans
leurs proportions réelles, les systèmes recombinants ne peuvent déterminer à eux
seuls si une voie enzymatique donnée apporte une contribution quantitativement
prépondérante au métabolisme global (CL) d’une même réaction enzymatique.
D’autres méthodes sont donc nécessaires afin d’établir le lien entre ces systèmes et
les microsomes de foie humain. Parmi les approches utilisées pour évaluer la
contribution d’un CYP donné à une voie enzymatique donnée, il est possible de
corriger la clairance intrinsèque obtenue dans les systèmes hétérorologues en fonction
de l’abondance relative des CYPs individuels (mesurés par immunoquantification; cf.
chapitre I) dans les microsomes d’un foie humain dit « moyen » (Rodrigues et al.,
1999). Bien qu’elle apparaisse simple et facile à appliquer, cette approche est très
dépendante de la technique d’immunodétection utilisée (disponibilité et spécificité
des anticorps, détection d’enzyme inactive, etc.) et des systèmes d’expression choisis
pour préparer les microsomes de CYPs recombinants (concentrations non
physiologiques des CYPs et de leurs protéines accessoires). Dans notre cas, les
niveaux de CYP3A4 et de CYP2C8 hépatiques obtenus de la littérature étaient
tellement variables que les contributions pouvaient changer du simple au double
selon les valeurs choisies. Devant une telle situation, l’utilisation de l’approche des
“relative activity factor” (RAF) est recommandée. Celle-ci est basée sur l’hypothèse
que tout effet observé sur la vitesse de formation d’un métabolite est indépendant du
substrat, et que tout facteur pouvant affecter le taux de métabolisme d’un substrat
donné affectera également d’autres substrats. Elle est une excellente alternative à
l’approche de correction à partir de l’abondance relative en CYPs dans un foie moyen
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car elle a l’avantage de tenir compte des différences entre les systèmes recombinants
et les microsomes de foie humain. Grâce à l’approche des RAF, nous avons pu
estimer la contribution du CYP3A4 à 60 % et celle du CYP2C$ à 30 % dans les
microsomes de foie humains.
Toutes nos observations tentent donc à confirmer la participation du CYP3A4 et du
CYP2C8 dans la N-déméthylation de la morphine dans les microsomes de foie
humains. Il est reconnu que les CYP3As ont la possibilité de participer au
métabolisme secondaire de plusieurs molécules. Les CYP3As humains, en particulier
le CYP3A4, présentent peu de restrictions quant à la structure de leur substrat (en fait,
la seule condition semble qu’ils soient lipophiles). De plus, le CYP3A4 est l’isoforme
le plus abondant du foie humain et le site actif des CYP3As serait large et très
permissif, permettant ainsi l’accueil d’une ou plusieurs molécules à la fois. Nos
résultats sont en accord avec certaines données cliniques puisqu’une augmentation
des concentrations urinaires de normorphine est observée lorsque la morphine est
administrée par voie orale à des volontaires sains pré-traités avec de la rifampine, un
ligand du PXR et un inducteur bien connu des CYP3As. Le rôle du CYP2C8 dans le
métabolisme des médicaments et des endobiotiques revêt un intérêt particulier
puisque sa contribution a longtemps été sous-estimée. D’ailleurs, la morphine n’a
jamais été mentionnée dans des interactions médicamenteuses impliquant des
substrats du CYP2C8. Ceci n’est pas étonnant puisque le CYP2C8 serait tenu à jouer
un rôle mineur si une quelconque interaction se présentait, en raison de la
contribution majoritaire du CYP3A4 et des proportions relativement faibles en
CYP2C8 au niveau du foie humain. Cependant, nos observations in vitro confirment
un certain degré de chevauchement entre les substrats du CYP2C8 et ceux du
CYP3A4. En effet, la contribution partielle du CYP2C8 au métabolisme de substrats
principalement métabolisés par CYP3A4 a été observée avec des médicaments tels
que la carbamazepine, la zopiclone et le vérapamil (Kerr et al. 1994, Becquemont et
al. 1998, Tracy et al. 1999). À la lumière des données obtenues lors de notre étude,
nous pouvons émettre l’hypothèse que le CYP2C8 pourrait contribuer, quoique
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faiblement, à la N-déalkylation d’autres opioïdes substrats du CYP3A4, tels que la
dihydrocodéine et la codéine.
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PARTIE II: INFLUENCE DE L’INFLAMMATION SUR LE MÉTABOLISME
CATALYSÉ PAR LES CYPs CHEZ LE RAT ET IMPLICATIONS SUR LA
PHARMACOCINÉTIQUE D’AGONISTES
Les résultats des travaux effectués dans la partie I montrent qu’il est possible
d’identifier avec précision les CYPs impliqués dans le métabolisme d’une entité
chimique donnée. Ils révèlent aussi l’utilité de la HPLC-MS comme outil analytique
sensible et performant et supportent l’utilisation des microsomes dans la prédiction de
paramètres pharmacocinétiques in vivo. En raison de l’importance majeure des CYPs
dans le métabolisme et la pharmacocinétique des médicaments et grâce à la
disponibilité de sondes métaboliques fiables, le phénotypage de microsomes de foie
représente une approche intéressante nous permettant de vérifier l’effet de certaines
conditions physiopathologiques sur l’activité des CYPs, comme l’inflammation.
2.1. RÉPRESSION DU CONTENU ET DE L’ACTIVITÉ DES CYPS DANS UN
MODÈLE D’INFLAMMATION INDUITE PAR L’ADMINISTRATION
D’ADJUVANT COMPLET DE FREUND (ACF)
En raison de la stabilité du stimulus généré et de son utilité dans la caractérisation
pharmacodynamique de nombreux analgésiques, la douleur induite par administration
d’ACF représente l’un des modèles de douleur les plus utilisés en recherche
préclinique. En favorisant la libération de médiateurs inflammatoires endogènes, les
stimuli inflammatoires ont cependant la capacité de créer des altérations autant au
niveau physiologique que biochimique, altérations qui peuvent provoquer à leur tour
des changements au niveau de l’activité et de l’expression de plusieurs enzymes de
biotransformation.
Les enzymes qui catalysent les réactions de biotransformation déterminent souvent
l’intensité et la durée d’action des médicaments. Elles jouent aussi un rôle clé dans la
toxicité et le pouvoir carcinogène d’une multitude d’entités chimiques. Puisque la
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régulation des enzymes de biotransformation est sous le contrôle de facteurs
génétiques, environnementaux, hormonaux ou physiopathologiques, ces derniers
auront le potentiel d’affecter de façon favorable ou défavorable les effets
thérapeutiques ou toxiques des xénobiotiques. L’hypothèse des travaux présentés au
Chapitre III de cette thèse était que l’ACF utilisé pour provoquer un état
d’hyperalgésie inflammatoire chez le rat pouvait entraîner une chute du contenu et de
l’activité des CYPs hépatiques et que ces modifications seraient liées à l’intensité de
la réaction engendrée par la présence de médiateurs inflammatoires.
En accord avec notre hypothèse, nous avons montré que l’administration d’ACF
entraîne une répression de l’expression hépatique des CYPs dans les premiers jours
suivant son injection à des rats. La diminution du contenu total en CYPs hépatiques
observée avec notre modèle (3 0-45 % de diminution, 2 ou 3 jours post-ACF) est
modeste en comparaison de celle obtenue chez des rats souffrant d’ arthrite induite par
l’administration d’ACF (85 % de diminution, 14 jours post-FCA) mais comparable à
celle présente dans les 24 à 48 heures suivant l’administration de térébenthine à des
rats (un modèle d’inflammation locale aiguè) (Morgan, 1989). En utilisant les niveaux
plasmatiques de NOx et d’AGP comme biomarqueurs de l’inflammation, nous avons
été en mesure de déterminer que le contenu en CYPs hépatiques était négativement
corrélé à l’intensité de l’inflammation. De façon générale, nos résultats suggèrent que
plus la sévérité de l’inflammation engendrée par l’ACF sera grande, plus la
diminution du contenu total en CYPs sera importante.
Notre étude montre également que l’inflammation engendrée par l’administration
d’ACF a un effet sélectif sur l’expression de certains CYPs dans le foie de rat. Par
rapport aux animaux non-traités, les niveaux hépatiques de CYP2E1 et de CYP3A2
demeurent inchangés chez les rats traités avec une dose unique d’ACF. En revanche,
le contenu en CYP2B et CYP2C1 1 est diminué de façon importante. Puisque le
CYP2C1 1 est le principal CYP exprimé de façon constitutive dans le foie de rat mâle
(Morgan, 1989; Nedeicheva et Gut, 1994), la diminution observée au niveau du
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contenu en total en CYPs dans le foie de rats ayant reçu une dose unique d’ACF est
susceptible d’être le résultat de la chute du contenu hépatique en CYP2C11. En
accord avec nos résultats, le contenu hépatique en CYP2C 11 est sévèrement diminué
24 à 48 heures après injection de térébenthine à des rats (Morgan, 1989).
Malheureusement, aucun autre isoforme n’avait été phénotypé dans cette étude. Chez
les rats soumis à une stimulation des macrophages péritonéaux par des particules
irritantes comme la célite ou le BaSO4 (un modèle d’inflammation locale aiguê),
l’expression du CYP2C1 1 hépatique (ARNm et protéine) est profondément réprimée,
tandis que celle du CYP2E1 et du CYP3A2 reste inchangée (Sewer et cou., 1997). Le
CYP2C1 1 et le CYP2B1/2 (expressions d’ARNm/protéine), mais également le
CYP3A2, sont diminués de façon importante dans les microsomes de foie de rats
traités avec du LPS (un modèle d’inflammation systémique) (Morgan, 1989;
Khatsenko et Kikkawa, 1997; Sewer et coil., 1997). À la lumière de ces observations,
notre modèle de douleur inflammatoire s’approche probablement beaucoup plus des
modèles d’inflammation locale aigu que d’un modèle d’inflammation chronique
comme l’arthrite induite par l’ACF ou d’inflammation systémique comme
l’endotoxinémie engendrée par administration de LPS.
L’inflammation engendre non seulement des changements sélectifs au niveau du
contenu en protéines, mais aussi au niveau de l’activité enzymatique. En accord avec
les résultats observés au niveau des contenus protéiques en CYP3A2 et en CYP2C1 1,
les vitesses de formation de la 2Œ et de la 16Œ-hydroxy-testostérone (activités
spécifiques du CYP2C1 1) sont sévèrement diminuées chez les rats traités avec de
l’ACF alors que l’activité spécifique des CYP3As demeure inchangée (6-13
hydroxylation de la testostérone).
Bien qu’aucune modification significative des niveaux hépatiques de CYP2E1 n’ait
été observée après administration d’ACF, l’hydroxylation dup-nitrophénol (CYP2E1)
apparaît sensiblement diminuée. D’un point de vue mécanistique, la discordance entre
le contenu en CYP2E1 et le changement d’activité de lap-nitrophénol hydroxylase est
292
très intéressante. Cette observation suggère que l’inflammation induite par
l’administration d’ACF déclencherait des mécanismes qui affecteraient l’activité des
protéines sans en changer leur contenu. En accord avec cette proposition, quelques
CYPs sont inactivés de façon posttraductionnelle (sans aucune diminution de leur
contenu par phosphorylation) via des protéines kinases dépendantes de l’AMPc
(Oesch-Bartlomowicz et coli., 2003). Selon des études récentes, la phosphorylation se
produirait au niveau de résidus sérine présents chez plusieurs membres de la famille
CYP2, particulièrement les CYP2Bs et le CYP2E 1. Ce dernier processus n’est pas
accompagné d’une dégradation de la protéine mais fait plutôt place à un processus de
stabilisation (Oesch-Bartlomowicz et coli., 2003).
Il est reconnu que les cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1(3 et le TNF-u
sont impliquées dans l’induction du iNOS et la synthèse de PPAs comme 1’AGP.
Puisque la diminution du contenu en CYPs engendrée par l’administration d’ACF est
accompagnée d’une augmentation de la production de NO, nous avons caractérisé le
profil de l’IL-13, de l’IL-6 et du TNF-Œ dans le plasma obtenu à partir de rats
témoins et de rats traités avec de l’ACF. En aucun cas, les niveaux plasmatiques d’IL
1f3 ou de TNF-Œ ne se sont révélés différents entre les rats traités avec l’ACF et les
rats témoins. En revanche, les concentrations d’IL-6 ont été sensiblement augmentées
dans le plasma de rats traités, 8 heures après l’injection d’ACF. Ces résultats sont en
accord avec la littérature où les niveaux d’IL-1f3 et de TNF-a se sont avérés très
élevés localement (dans la patte de rat) mais non de façon systémique (dans le
plasma) après un traitement avec de l’ACF (Woolf et cou., 1997; Samad et coll.,
2001).
Des études comparant des lapins traités avec de la térébenthine à des contrôles ont
montré que l’IL-6, et non l’IL-13 ou le TNF-Œ, était responsable de la diminution du
contenu total en CYPs dans les hépatocytes obtenus à partir du groupe de lapins
traités avec la térébenthine (Bleau et coll., 2000). In vitro, l’incubation de cultures
primaires d’hépatocytes de rats en présence d’IL-6 est associée à une diminution des
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niveaux d’ARNm et/ou du contenu protéique en CYP2B et en CYP2C1 1 (Chen et
cou., 1995; Canson et cou., 1996). In vivo, l’administration d’IL-6 conduit aussi à la
diminution du contenu en CYP2C1 1 hépatique (ARNm et/ou protéine), mais n’a
aucun effet sur les niveaux protéiques de CYP3A2 ou de CYP2E1 (Morgan et coll.,
1994). finalement, chez des souris n’exprimant pas l’Il-6, le contenu en ARNm de
plusieurs CYPs (Cypla2, Cyp2a5 et Cyp3al 1) n’est pas affecté par le traitement de
térébenthine malgré une inflammation locale soutenue (Siewert et coll., 2000). Il
semble donc que l’altération de l’expression d’IL-6 mène, d’une part, à une
séquestration de l’événement local et conduit, d’autre part, à la diminution de
l’intensité de la réponse inflammatoire au niveau du foie. Ceci corrobore le rôle
prédominant de l’IL-6 dans la répression des CYPs après l’administration d’un
stimulus inflammatoire. Cependant, nous ne pouvons exclure la participation de l’IL
113 ou du TNF-Œ puisque ces cytokines favorisent la sécrétion d’IL-6 (Luheshi et coli.,
1997).
Le mécanisme par lequel les cytokines (IL-6 et/ou autres) entraînent une répression
des CYPs après un traitement avec de l’ACf requiert une analyse plus poussée. D’une
part, beaucoup d’études suggèrent que la plupart des CYPs peuvent être modifiés au
niveau prétraductionnel et que dans la plupart des cas, les cytokines sont impliquées
comme médiateurs de cette réponse (Renton, 2001). D’autre part, la suppression
engendrée par les cytokines pourrait également être posttraductionnelle pour au
moins un isoforme (CYP2E1). Enfin, nous ne pouvons exclure la participation
d’autres médiateurs, libérés directement ou indirectement pendant la réaction
inflammatoire. Par exemple, l’expression du CYP2C1 1 est régulée par plusieurs
hormones et facteurs de croissance, ce qui pourrait expliquer sa susceptibilité élevée
aux stimuli inflammatoires lorsque comparée aux autres CYPs (Iber et coil., 1999).
Grâce aux résultats obtenus au cours de cette étude, nous pouvons suggérer la
séquence d’événements suivante (figure 1) i) la réaction inflammatoire engendrée
par l’administration d’ACF provoquerait la libération précoce de cytokines dans le
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plasma, ii) ces cytokines se distribueraient dans l’organisme et atteindraient
différentes cellules (immunitaires ou non) qui libéreraient à leur tour des médiateurs
inflammatoires secondaires, iii) ensemble, les cytokines et les médiateurs
inflammatoires agiraient de façon directe ou indirecte sur des organes comme le foie
et entraîneraient (a) une augmentation de la synthèse des protéines de la phase aigu
conmie l’AGP et (b) une altération sélective de la synthèse et de l’activité des CYPs,
particulièrement le CYP2C 11. Ces modifications biochimiques précoces pourraient
avoir des conséquences pharmacocinétiques et pharmacodynamiques lorsque des
molécules sont administrées à des rats préalablement traités avec de l’ACF, en
particulier pour les composés principalement éliminés par métabolisme hépatique.
Temps post-ACF (h)
j —IL-6
—
- NOx
— AG P
— -
- CYPs
-— iii(b)
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Figure 1. Représentation graphique de la séquence d’événements proposée.
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2.2. CARACTÉRISATION DU MÉTABOLISME ET DE LA
PHARMACOCINÉTIQUE DU SNC8O CHEZ LE RAT TÉMOIN ET LE
RAT TRAITÉ AVEC DE L’ACF
L’objectif premier de l’étude présentée au Chapitre W était de caractériser la
pharmacocinétique du SNC8O. Nos résultats obtenus in vitro et in vivo supportent
l’hypothèse que la voie d’élimination principale du $NC8O chez le rat est le
métabolisme hépatique par les CYPs. Les points suivants le confirment: j) le SNC8O
est fortement métabolisé (CLj1 > 1000 L/min/mg protéines microsomales) par un
processus NADPH-dépendant dans les microsomes de foie de rats, ii) moins de 5 %
de la dose est retrouvé sous forme inchangée dans les urines et dans les fèces après
une administration orale ou intraveineuse de $NC8O et iii) dans des CYPs
recombinants de rat, le CYP3A2, le CYP2C1 1 et le CYP2D1 ont tous montré la
capacité de métaboliser le SNC8O de façon très efficace (résultats non publiés).
In vivo, la clairance plasmatique du SNC8O est élevée (3,11 L/hlkg) et en accord avec
sa clairance prédite à partir de la CL1 obtenue in vitro (- 2,6 L/hlkg) dans les
microsomes de foie de rats. Compte tenu du rôle prédominant du métabolisme
hépatique, et en présumant un ratio sang-plasma de 1 et un débit hépatique de 4,2
L/h!kg, le SNC$0 peut être considéré comme un composé possédant un coefficient
d’extraction hépatique (EH) intermédiaire à élevé chez le rat (EN 0,7). Le SNC$0 est
caractérisé par un volume de distribution élevé (V 3,5 L/kg) qui excède celui de
l’eau corporelle. La distribution extensive du SNC8O se reflète sur sa demi-vie
plasmatique terminale, qui est de 2 heures en dépit de sa clairance plasmatique
élevée. In vitro, le SNC8O est fortement lié aux protéines plasmatiques et moins de 6
% de la concentration totale est retrouvé dans le plasma de rat sous forme libre.
Lorsque le SNC$0 est administré par voie orale, moins de 5 % de la dose atteint la
circulation systémique. En raison du rôle prédominant du métabolisme hépatique
dans l’élimination du SNC8O, la faible biodisponibilité orale du SNC8O pourrait être
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le résultat d’un effet de premier passage hépatique important. Cependant, bien qu’il
contribue de façon significative au métabolisme du SNC8O chez le rat, le
métabolisme hépatique ne permet pas d’expliquer complètement la faible
biodisponibilité orale du SNC8O. En effet, en tenant compte du coefficient EH calculé
à partir de la clairance totale
(—S CLH), nous obtenons une biodisponibilté orale prédite
d’environ 27 %. Ceci suggère donc qu’une barrière supplémentaire contribue à la
faible biodisponibilité orale du SNC8O chez le rat.
La biodisponibilité orale représente, globalement, la fraction de la dose absorbée à
partir de l’intestin ayant réussi à éviter le métabolisme hépatique et/ou intestinal.
Ainsi, le tractus gastro-intestinal pourrait aussi contribuer à l’effet de premier passage
du SNC8O. De façon plus spécifique, l’effet de premier passage intestinal pourrait
être dû à une absorption incomplète du SNC8O ou à son métabolisme par des
enzymes présentes dans la muqueuse intestinale. La contribution du métabolisme est
probablement plus importante car l’absorption du SNC8O est presque complète chez
le rat. En effet, moins de 3 % de la dose est retrouvé sous forme inchangée dans les
feces après administration orale (en comparaison, seulement 1,5 % de la dose après
une administration intraveineuse). Ceci suggère donc que plus de 98 % de la dose
orale arrive à traverser la paroi intestinale. En accord avec ces données, des études
mécanistiques effectuées dans notre laboratoire à l’aide de systèmes in vitro (lignée
cellulaire de type Caco-2) suggèrent que le SNC$O pénètre bien les membranes et
subit très peu l’influence de systèmes d’efflux tels que la P-glycoprotéine (résultats
non publiés). Puisque l’absorption ne semble pas influencer la biodisponibilité orale
du SNC8O de façon significative chez le rat et que l’extraction hépatique n’explique
pas complètement cette dernière, nous pouvons donc en déduire que le métabolisme
intestinal pourra être significatif et contribuera à l’élimination présystémique du
SNC8O. Des études plus approfondies sont cependant nécessaires afin d’évaluer la
contribution réelle du métabolisme intestinal à l’effet de premier passage du SNC8O.
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Notre modèle compartimentai nous a permis de mettre en évidence la présence d’un
double-pic dans le profil pharmacocinétique du $NC8O après une administration
orale. La présence de multiples pics d’absorption n’est pas un phénomène inconnu en
pharmacocinétique. En effet, plusieurs médicaments tels que l’acébutolol,
l’épinastine, la nifédipine, la ranitidine et l’alprazolam montrent ce profil plasmatique
après administration orale chez le rat (Mummaneni et Dressman, 1994; Grundy et
col!, 199$; Wang et cou. 1999; Ogiso et cou, 2001; Mostafavi et Foster 2003). Ces
molécules sont pour la plupart mai absorbées et présentent un premier pic de petite
taille et un deuxième pic, tardif, représentant essentiellement toute la portion de la
dose absorbée oralement. Le profil atypique du SNC8O differe sensiblement de celui
de ces molécules car il est presque complètement absorbé et, d’autre part, près de 75
% de sa fraction absorbée est présente dans le premier pic d’absorption. Plusieurs
facteurs pourraient contribuer à la mise en place d’un tel profil d’absorption. Ils
incluent le métabolisme et les phénomènes d’efflux pré-systémiques (cycle
entérohépatique), la présence de «fenêtres d’absorption» le long du tractus gastro
intestinal ou encore une vidange gastrique variable.
En ce qui concerne le SNC8O, la présence d’un cycle entérohépatique est peu
probable car le même phénomène n’est pas observé après administration
intraveineuse. Bien que l’hypothèse d’une absorption différentielle le long du tractus
gastro-intestinal ne puisse être écartée, la probabilité que le double pic d’absorption
observé au niveau des concentrations plasmatiques après administration orale soit
causé par une réduction de la motilité gastrique provoquée par le SNC8O est plus
élevée. En effet, des publications ont montré que cette entité chimique provoque un
ralentissement du péristaltisme au niveau du petit intestin et diminue la motilité du
côlon chez le cobaye et le rat, respectivement (Broccardo et coll., 199$; Negri et
coll., 1999; Shahbazian et col!., 2002). Bien que son mécanisme d’action demeure
controversé, il semble que l’inhibition péristaltique engendrée par le SNC$0 dépende
à la fois de l’activation du récepteur 6 et d’autres cibles locales non opioïdes. D’autres
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études, autant au niveau pharmacodynamique que pharmacocinétique, sont
nécessaires afin de cerner correctement cette nouvelle problématique.
Un second objectif des travaux présentés au Chapitre W était, d’une part, de vérifier
l’effet de l’ACF administré 24 heures au préalable sur la pharmacocinétique du
SNC$O et, d’autre part, d’évaluer si les modifications observées étaient en accord
avec les données expérimentales obtenues au Chapitre III. Notre étude montre en
effet des différences au niveau de la pharmacocinétique du SNC$O après une
administration intraveineuse à des rats traités avec de l’ACF. Ces modifications se
retrouvent principalement au niveau des processus d’élimination et conduisent à une
diminution de la clairance plasmatique du SNC8O.
Selon ]e modèle d’équilibre veineux, la clairance d’entités chimiques possédant un
coefficient d’extraction hépatique intermédiaire à élevé peut être changée par des
modifications survenant à la suite d’altérations de l’un des paramètres physiologiques
suivants: débit sanguin hépatique, f ou Par conséquent, l’ensemble des
modifications observées au niveau de l’élimination du SNC8O pourrait être le résultat
de facteurs affectant l’un ou la totalité de ces paramètres.
Tout d’abord, la présence d’un déséquilibre du contenu en protéines dans le plasma
de rat pourrait contribuer aux modifications de clairance du SNC$O, car ce dernier s’y
lie fortement. La séquence d’observations suivantes justifie cette affirmation: j) chez
le rat, l’administration d’ACF engendre une augmentation des concentrations
plasmatiques d’AGP à des niveaux correspondant approximativement au triple de
ceux obtenus chez le groupe témoin et ce 24 heures suivant l’injection d’ACF, ii) le
SNC8O, une base faible, se lie fortement à 1’AGP et iii) la liaison aux protéines
plasmatiques de plusieurs médicaments possédant beaucoup d’affinité pour l’AGP est
augmentée dans certaines conditions inflammatoires lorsque les niveaux plasmatiques
d’AGP sont élevés (Israeli et Dayton, 2001). En résumé, la diminution de la f du
SNC8O engendrée par l’augmentation des niveaux d’AGP plasmatique contribue
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probablement à la diminution de sa clairance plasmatique chez les rats traités avec
une dose unique d’ACF.
Une autre cause de la modification de clairance plasmatique pourrait être un
changement au niveau des enzymes du métabolisme hépatique. Les résultats obtenus
au Chapitre III ont prouvé que le contenu et l’activité enzymatique de plusieurs CYPs
sont diminués dans les microsomes de foie obtenus à partir de rats traités avec de
l’ACF. En utilisant ces même microsomes, nous avons observé que cette baisse du
contenulactivité était accompagnée d’une diminution de la CLjffl in vitro du SNC8O.
La chute de engendrée par la réduction du contenu et de l’activité des CYPs
hépatiques contribue donc probablement aussi à la diminution de la clairance
plasmatique du SNC8O chez les rats traités avec une dose unique d’ACF. Ensemble,
ces observations suggèrent qu’une diminution de la capacité métabolique du foie
combinée avec une diminution substantielle de la fraction non liée converge vers une
diminution significative de la clairance plasmatique du SNC8O.
Enfin, la possibilité d’une modification de clairance occasionnée par un changement
du débit sanguin hépatique peut être exclue puisqu’il a été démontré que ce dernier
demeure inchangé chez le rat souffrant d’arthrite induite par l’administration d’ACF
(Wallcer et coll., 1985).
Le SNC8O montre également une augmentation de ses concentrations plasmatiques
après administration orale à des rats traités avec l’ACF par rapport aux animaux
normaux. Malheureusement, la variabilité inter-individuelle observée dans les deux
groupes de rats ne nous a pas permis d’observer de différences statistiquement
significatives. Cette augmentation est essentiellement attribuable à la diminution de la
clairance orale du SNC8O chez le rat traité. Celle-ci semble être uniquement le
résultat d’altérations de la clairance plasmatique puisque aucun changement
substantiel de sa biodisponibilité orale n’a pu être constaté. Cette observation est
plutôt inattendue puisque la biodisponibilité orale de la plupart des molécules
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éliminées par métabolisme hépatique, comme le SNC8O, est sensible aux facteurs
affectant leur élimination (Lin et Lu, 1998). En effet, si les changements de clairance
obtenus in vitro et in vivo sont considérés pour estimer une biodisponibilité orale
prédite du SNC8O chez les rats traités avec de l’ACF, cette dernière devrait
augmenter d’un peu moins du double en comparaison aux animaux non-traités. Il doit
donc exister un (des) mécanisme(s) qui interfêre(nt) avec la diminution du
métabolisme hépatique induit par l’ACF et qui contrecarrent toute augmentation de la
biodisponibilité orale du SNC8O chez les rats traités avec l’ACF.
Nos résultats montrent que l’absorption du SNC8O demeure presque complète (>
98%) chez le rat traité avec de l’ACF. Ainsi, en raison du rôle potentiel du
métabolisme intestinal dans l’effet de premier passage, nous pouvons suggérer que le
phénomène observé serait dû à un métabolisme accru résultant de l’exposition
prolongée de la molécule aux enzymes de la muqueuse gastro-intestinale
(augmentation du temps de séjour de la molécule dans l’intestin dû à une diminution
supplémentaire de la vidange gastrique ou de la motilité gastro-intestinale (Nimmo,
1976)).
En résumé, nos résultats montrent que chez le rat, le SNC8O est principalement
éliminé par métabolisme hépatique dépendant des CYPs, et qu’il possède une
clairance plasmatique élevée et une biodisponibilité orale faible. La faible
biodisponibilité orale de cet agoniste non peptidique des récepteurs ô est
probablement le résultat d’un métabolisme pré-systémique important à la fois au
niveau du foie et de l’intestin. Notre étude montre également qu’une réponse
inflammatoire aigu induite par l’administration d’ACF entraîne des modifications de
la pharmacocinétique du SNC8O chez le rat. Les prédictions in vitro-in vivo
employées dans cette étude se sont avérées précises et représentent de précieux outils
pour évaluer l’impact d’une maladie et/ou de modifications physiologiques sur la
pharmacocinétique de médicaments éliminés par voie hépatique. Les changements
métaboliques et pharmacocinétiques observés au cours de notre étude montrent donc
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l’importance de caractériser les modèles pathologiques utilisés dans un contexte
préclinique.
2.3. CARACTÉRISATION MÉTABOLIQUE, PHARMACOCINÉTIQUE ET
PHARMACOLOGIQUE D’UN NOUVEL AGONISTE NON PEPTIDIQUE
SÉLECTIF DU RÉCEPTEUR 6
Le processus menant au développement de nouveaux médicaments est long et
coûteux. Ceci est dû en majeure partie au taux d’échec élevé que les nouvelles entités
chimiques rencontrent lors de leur développement clinique (seulement 10 % de toutes
ces molécules atteindront le marché). Au début des années 90, un groupe de
chercheurs s’est intéressé à l’identification des raisons sous-jacentes à ces échecs
(Prentis et cou., 1988). Après une analyse détaillée, Prentis et coil. ont évalué que
plus de 40 % des molécules candidates éliminées possédaient des propriétés
pharmacocinétiques inacceptables. Ces observations suggéraient donc que le
processus de recherche et développement de nouveaux médicaments pourrait
grandement bénéficier d’une présélection plus rigoureuse des molécules candidates
en se basant, entre autres, sur les facteurs affectant leur profil pharmacocinétique chez
l’homme. La plupart des laboratoires pharmaceutiques ont suivi ce conseil et, avec
l’implication précoce du métabolisme et de la pharmacocinétique dans les
programmes de recherches, la proportion d’échecs associés à un profil
pharmacocinétique défavorable a chuté de 40 à moins de 10% (Palmer, 2003). Ce
succès est attribuable non seulement à l’identification des principaux facteurs
affectant l’élimination des médicaments chez l’homme mais aussi à l’utilisation
d’outils in vitro, de modèles de prédiction et de données pharmacocinétiques
obtenues chez l’animal.
En raison du potentiel thérapeutique important associé aux agonistes 6, le SNC8O a
été choisi comme molécule chef de file pour la synthèse d’une nouvelle génération
d’analgésiques chez AstraZeneca R&D Montréal. Les arylxylidèneméthylpipéridines
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comme l’ARM39O représentent donc une nouvelle classe d’agonistes avec des
propriétés pharmacologiques égales ou supérieures à celle du SNC8O (Wei et cou.,
2000). Parce qu’elles possèdent une structure globalement similaire au SNC8O, ces
entités chimiques montrent des propriétés physico-chimiques [ex : lipophilicité,
propriétés acido-basiques, nombre de donneurs de liens hydrogène, nombre d’azotes,
etc.] qui les rendent susceptibles d’être éliminées (comme le SNC$0) par un
métabolisme hépatique dépendant des CYPs chez l’homme ou l’animal.
Les études de Obach et coil (1999) ont montré qu’il existe une corrélation entre les
clairances prédites in vitro à partir des microsomes de foie et celle observées in vivo
(animal/homme) pour des molécules dont l’élimination par métabolisme hépatique
est prédominante. Les microsomes de foie provenant de différentes espèces sont donc
utilisés à titre d’outils de criblage (« screening ») de première intention permettant
d’éliminer les composés indésirables d’une nouvelle série de molécules, d’optimiser
leur structure face à la molécule chef de file et de minimiser le nombre d’essais in
vivo chez l’animal et chez l’homme. Tel que démontré dans les chapitres précédents,
les études de métabolisme in vitro dans les microsomes de foie représentent une
première étape vers la prédiction de la clairance et de la biodisponibilité orale in vivo.
Dans un premier temps, nous avons caractérisé la pharmacologie in vitro de
l’ARM39O comparativement à celle du SNC8O. Nous avons démontré que l’AR1V1390
est un agoniste capable d’activer de façon sélective les protéines G associées au
récepteur dans les membranes de cellules exprimant uniquement le récepteur
humain cloné et dans les membranes de cerveau de rat. Ces études ont montré que
l’ARM39O possédait les propriétés pharmacologiques in vitro nécessaires pour
devenir un outil pharmacologique sélectif pour les récepteurs & Bien que le SNC8O
représente la référence en matière d’agonistes non peptidiques des récepteurs ê, les
résultats in vitro et iii vivo présentés au Chapitre IV montrent qu’il possède plusieurs
lacunes pharmacocinétiques, du moins chez le rat. Le second objectif des travaux
présentés au Chapitre V de cette thèse était de vérifier si la synthèse de nouveaux
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agonistes avec une stabilité métabolique in vitro accrue, comme l’ARM390, pouvait
permettre d’obtenir des molécules avec un profil pharmacocinétique favorable chez le
rat par rapport au SNC8O.
Chez le rat, les propriétés pharmacocinétiques de l’ARM39O diffèrent largement de
celles obtenues avec le SNC8O. Tout d’abord, sa biodisponibilité orale (70 %)
contraste de façon importante avec celle obtenue avec le SNC8O (4 %). Ces
caractéristiques pharmacocinétiques orales représentent un avantage certain en faveur
de l’utilisation de l’ARM39O à titre d’outil pharmacologique pour des études chez le
rat. La fraction de la dose orale d’ARI\4390 qui n’atteint pas la circulation sanguine
(30 %) résulte probablement d’un effet de premier passage hépatique car la
biodisponibilité orale de l’AR1v1390 extrapolée à partir des données in vitro (fa, Cl1)
est correctement prédite par rapport à la biodisponibilité orale mesurée. De plus, un
effet de premier passage important est supporté par le fait que les ratios de l’aire sous
la courbe de son métabolite majeur (ARM827) sur celle du parent sont cinq fois plus
élevés après administration orale qu’après injection intraveineuse.
En revanche, contrairement au SNC8O, le métabolisme microsomal NADPH
dépendant ne représenterait pas l’unique voie d’élimination de l’ARM390 chez le rat.
Ceci est suggéré par le fait que la clairance hépatique prédite du ARM39O est presque
trois plus faible que la clairance plasmatique mesurée in vivo après administration
intraveineuse chez le rat. Plusieurs possibilités pourraient expliquer cette différence:
i) la clairance métabolique de I’ARM39O ne serait pas le mécanisme majeur
d’élimination chez le rat (d’autres voies d’excrétion telles que l’excrétion rénale ou
biliaire pourraient contribuer à son élimination), ii) le métabolisme microsomal
NADPH-dépendant ne serait pas la voie prédominante de métabolisme de 1’ ARM39O
dans le foie de rat ou, enfin, iii) le foie ne serait pas l’organe principal de clairance
métabolique. Des études effectuées avec un analogue structural du ARM39O
suggèrent que moins de 10 % dc la dose administrée par voie intraveineuse pourrait
être excrétée dans l’urine et dans les fèces chez le rat (résultats non publiés). De plus,
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la prédiction de la clairance métabolique obtenue à partir de la Cl déterminée dans
des hépatocytes de rats est semblable à celle obtenue avec les microsomes de foie, ce
qui suggère que le métabolisme oxydatif NADPH-dépendant serait la voie de
métabolisme majeure de l’ARM39O dans le foie de rat (résultats non publiés). Ceci
laisse donc présager la contribution d’une voie d’élimination non-hépatique chez le
rat et d’autres études seront nécessaires afin de résoudre cette question.
Grâce à l’avènement de la HPLC-MS et l’amélioration des techniques in vitro, la
caractérisation précoce des métabolites d’entités chimiques synthétisées au cours d’un
programme de recherche est devenue beaucoup plus facile. Celle-ci est maintenant
considérée comme essentielle à l’interprétation des données pharmacocinétiques et à
l’élaboration de stratégies de design moléculaire visant à améliorer les qualités
pharmacocinétiques des nouvelles entités chimiques (Baillie et coll., 2002). Les
guides de recommandation des agences réglementaires (ex FDA) demandent
d’ailleurs de prendre en considération le ou les métabolites lors de la préparation de
documents visant à l’homologation de nouvelles entités chimiques. Les métabolites
ont tous le potentiel d’être pharmacologiquement ou toxicologiquement actifs
(Parkinson et coll., 1996). Ils dépendent aussi de l’espèce étudiée, autant au niveau
qualitatif que quantitatif et peuvent donc représenter une source de complexité
supplémentaire lors de l’interprétation des données in vivo de la substance mère. Les
métabolites actifs peuvent altérer la réponse pharmacologique primaire et secondaire
du composé d’intérêt, compliquer les relations pharmacocinétique-pharmacodynamie
et même être responsables presqu’en totalité de l’effet du médicament. Le dernier
objectif des travaux présentés au Chapitre V de cette thèse était de vérifier et de
comparer le profil métabolique de l’ARM39O et celui du SNC$0 in vitro et in vivo
chez le rat.
Nos résultats indiquent que la forte Cl11 obtenue avec le SNC8O après incubation
dans les microsomes de foie de rats est due à sa biotransformation en une multitude
de métabolites dont le N-desallyl-SNC$0 et le SNC86, qui représentent à eux deux la
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majorité de son métabolisme microsomal. Ces métabolites sont également
prédominants in vivo dans le plasma obtenu à partir de rats ayant reçu une dose
unique de SNC8O par voie orale ou intraveineuse. La meilleure stabilité métabolique
obtenue avec l’ARM39O dans les microsomes de foie de rat est probablement
attribuable au fait que, par rapport au SNC$0, les groupements labiles tels que le O
méthyl ou le N-allyl ont été éliminés. En effet, lorsque ces même groupements sont
apposés sur la structure du ARM39O, la stabilité métabolique de la molécule diminue
de façon considérable (résultats non publiés). Nous avons aussi constaté que
Pélimination des groupements méthoxy et N-allyl de la structure centrale du ARM39O
a conduit à une réorientation du métabolisme en faveur de ta N-déséthylation de la
fonction diéthylbenzamide, une voie métabolique mineure du SNC$0 chez le rat. Ceci
illustre donc l’importance de tenir compte des métabolites lors du design moléculaire.
Nous avons démontré grâce à nos études de pharmacologie in vitro que le SNC$6, le
métabolite prédominant du SNC8O in vivo, est un très puissant agoniste des
récepteurs ô (EC50=0,2$ nM) avec une sélectivité mitigée face aux récepteurs t et K.
Alors qu’il active partiellement le récepteur t, le SNC86 est un agoniste de puissance
modeste ($0 nM) des récepteurs ic. Des études dans les membranes de cerveau de rats
montrent qu’il est au moins 130 fois plus puissant que le SNC8O pour activer les
récepteurs endogènes couplés aux protéines G. Des expériences avec des antagonistes
sélectifs ont de plus révélé que son activité est essentiellement associée au récepteur
ô. Des études ont aussi montré que l’autre métabolite majeur (le N-desalIySNC$0) se
lie de façon sélective au récepteur ô (Furness et cou., 2000). Fumess et cou, ont
démontré que ce métabolite est presque deux fois moins efficace que le SNC$0 pour
activer la liaison du GTPyS dans les membranes de cerveau de rats.
Malheureusement, cet aspect est souvent laissé de côté dans les études de
pharmacodynamie qui utilisent des « standards » pharmacologiques dont la
pharmacocinétique n’a pas été caractérisée. Considérant les ratios métaboliques de
SNC86/SNC8O obtenus chez le rat (0,12 i.v. ; 1,8 p.o.) et l’activité pharmacologique
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du SNC86 obtenue in vitro dans les membranes de cerveau de rat, le SNC86 pourrait
contribuer à l’action pharmacologique de la molécule mère, et ce de façon partielle ou
prédominante, selon la voie d’administration. Quand ces considérations sont prises en
ligne de compte, il est discutable de conclure que les propriétés analgésiques obtenues
avec le SNC8O administré par voie systémique à des rongeurs proviennent
uniquement du SNC8O ou même du récepteur . Il nous est donc permis de
s’interroger sur les résultats de l’étude de Bilsky et cou. (1995) où l’effet analgésique
obtenu après administration orale du SNC8O à des souris pouvait provenir à la fois du
SNC$0 et du SNC86.
Les résultats obtenus dans notre étude montrent en revanche que l’élimination du
substituant éthyle de la structure du ARM39O (formation du métabolite ARM827)
conduit à une diminution importante de l’affinité, de la sélectivité et de l’activité du
métabolite face au récepteur & Cette altération des propriétés pharmacologiques par
modification de la fonction diethylbenzamide n’est pas exclusive à cette classe de
composés puisque des analogues N-déséthylés du SNC8O ou d’autres
diarylpipérazines présentent aussi une chute d’affinité et d’activité face au récepteur
(Furness et coll., 2000; Plobeck et coll., 2000). Puisque, chez le rat, les
concentrations plasmatique de l’ARM827 n’ont jamais surpassé celles du AR1V1390
après une administration intraveineuse ou orale et qtie le métabolite est moins
efficace et puissant que l’ARM39O dans les membranes de cerveau de rats, il est peu
probable que ce métabolite interfère avec l’action pharmacologique de la molécule
mère.
L’analyse détaillée de relations structure-activité combinée avec des expériences
d’amarrage de ligands spécifiques au récepteur et des études de mutagenèse dirigée
ont montré qu’il existe une liaison hydrogène importante entre la fonction
diéthylbenzamide d’analogues diarylpiperazines du SNC8O et un résidu tryptophane
(Trp 284) présent sur la troisième boucle extracellulaire du récepteur humain
(Valiquette et autres, 1996 ; Pepin et autres, 1997). À la lumière de nos résultats et de
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ceux obtenus par Wei et cou., l’ARM39O et ses congénères semblent interagir avec le
site actif du récepteur de manière semblable aux diarylpipérazines, suggérant qu’ils
présentent essentiellement le même pharmacophore (Calderon et coll., 1997; Wei et
coll., 2000).
En résumé, nos études montrent que l’AR1v1390 possède les propriétés
pharmacologiques et pharmacocinétiques nécessaires pour devenir un outil précieux
pour la caractérisation des processus associés au récepteur dans les modèles
animaux. D’autre part, en raison de la présence de métabolites actifs et/ou du manque
de sélectivité observée avec ces molécules, les chercheurs impliqués se doivent de
considérer les limites associées à l’utilisation du SNC86 (et de son racérnique (+)
BW373U86) et du SNC8O en tant qu’outils pharmacologiques in vivo. Notre étude
introduit aussi des informations supplémentaires sur la compréhension du
pharmacophore de cette nouvelle classe d’agonistes, nous permettant de confirmer la
fonction diéthylbenzamide comme élément structural important de l’affinité et de
l’activité envers le récepteur
. Les données obtenues dans nos travaux seront donc
utiles aux chercheurs qui oeuvrent dans le domaine de la pharmacologie et de la
physiologie des récepteurs &
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CONCLUSION
Le présent programme de recherche s’est attaché à donner une représentation de la
multidisciplinarité à laquelle le chercheur en métabolisme et pharmacocinétique est
exposé en milieu industriel. Nous nous sommes principalement attardés aux systèmes
in vitro et aux CYPs hépatiques, déterminants majeurs de l’élimination de plusieurs
molécules chez l’homme et le rat. Grâce aux travaux effectués au cours de cette thèse,
nous avons contribué à l’avancement de la recherche dans le domaine de la douleur
sur plusieurs fronts: i) en procurant une nouvelle méthode HPLC-M$ pour la mesure
de la morphine et ses métabolites, ii) en identifiant les enzymes responsables de la N
déméthylation de la morphine chez l’homme, iii) en mettant en évidence l’impact des
différences physiopathologiques induites par l’inflammation sur le métabolisme et la
pharmacocinétique d’entités chimiques, et, enfin, iv) en faisant reconnaître
l’importance du métabolisme et de la pharmacocinétique dans l’interprétation des
données avec des agonistes non peptidiques des récepteurs & À la lumière des
résultats obtenus, nous avons été en mesure de documenter les découvertes suivantes
• Nous avons prouvé que l’utilisation d’une méthode HPLC-MS accompagnée
d’étapes simples de précipitation-reconstitution représente une alternative aux
méthodes classiques de HPLC-MS ou M$/MS utilisant l’extraction liquide-liquide
ou en phase solide-liquide pour quantifier la morphine et ses métabolites dans les
liquides biologiques. La sensibilité élevée, les temps d’excécution rapides et la
simplicité de notre méthode analytique la rendent particulièrement attrayante pour
des études de métabolisme et de pharmacocinétique in vitro ou in vivo.
• Nous avons montré que le CYP3A4 et le CYP2C$ ont un rôle important à jouer
dans la N-déméthylation de la morphine chez l’homme grâce à une approche
classique faisant intervenir divers systèmes in vitro. En raison de la faible
contribution la N-déméthylation à la biotransfomiation de la morphine, nous
croyons que les interactions médicamenteuses résultant du CYP3A4 ou du
309
CYP2C8 ne devraient pas être problématiques en clinique à moins que des voies
d’éliminations principales telles que la glucuronoconjugaison soient également
affectées.
• Nous avons confirmé une diminution du contenu en CYPs dans le foie et une
augmentation concomittante de la concentration plasmatique de marqueurs
inflammatoires tels que l’AGP et en NOx dans le modèle de douleur induite par
l’injection d’une dose unique d’ACF. De plus, la chute du contenu en CYPs
hépatique est sélective pour certains isoformes, tel qu’illustré par la diminution du
contenu et/ou des activités des CYP2B, CYP2C6, CYP2C1 1 (l’isoforme le plus
affecté de tous) et CYP2E1 dans les microsomes de foie de rat. Enfin, l’IL-6
aurait un rôle majeur dans les changements observés au niveau du contenu en
CYPs et des concentrations plasmatiques d’AGP. En tenant compte de l’utilisation
répandue des modèles de douleur inflammatoire chez les rongeurs, la
connaissance de ces modifications permettra aux chercheurs d’expliquer, du
moins en partie, la variabilité pharmacocinétique observée et du, même coup,
nous permettre d’améliorer les relations pharmacocinétique/pharmacodynamie de
nouvelles entités chimiques.
• Nous avons contribué significativement à élargir les connaissances sur le SNC8O
en caractérisant sa pharmacocinétique chez le rat. En effet, nous avons confirmé
que le SNC$0 possède plusieurs lacunes pharmacocinétiques dont une
clairance plasmatique élevée (3,11 L/hlkg) et une biodisponibilité orale très faible
(4 %). De plus, le SNC8O est principalement éliminé par métabolisme hépatique
(dépendant des CYPs), fortement lié aux protéines plasmatiques (—94 %; en
particulier à l’AGP) et son absorption après administration orale est
essentiellement complète (> 98 %). Enfin, nos travaux suggèrent qu’un
métabolisme gastro-intestinal pourrait contribuer à la faible biodisponbilité orale
duSNC8O.
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• Nous avons démontré, en utilisant le SNC$0 à titre de contrôle, que les
modifications biochimiques observées chez le rat traité avec une dose unique
d’ACF sont accompagnées d’une diminution de la fraction plasmatique libre (—10
%) et de la clairance intrinsèque (—40 %) dans les microsomes de foie. Ces
différences se répercutent au niveau pharmacocinétique et se retrouvent
principalement au niveau des processus d’élimination où elles conduisent à une
diminution de la clairance plasmatique du SNC8O. Grâce aux approches de
prédiction in vitro-in vivo, nous avons été en mesure d’établir un lien entre les
modifications in vitro et la modification de la clairance plasmatique obtenue in
vivo. En revanche, nos résultats ne montrent aucune modification de
biodisponibilité orale. Cette observation est plutôt inattendue puisque la
biodisponibilité orale de la plupart des molécules éliminées par métabolisme pré-
systémique, comme le SNC$0, est sensible aux facteurs affectant leur élimination.
D’après nos travaux, cette exception pourrait être le fruit de modifications au
niveau de l’absorption et/ou du métabolisme intestinal du SNC8O chez l’animal
traité avec une dose unique d’ACF.
• Nos travaux ont montré que l’ARM39O possède les propriétés pharmacologiques
et pharmacocinétiques nécessaires pour devenir un outil pharmacologique de
choix pour la caractérisation des processus associés au récepteur 6 dans les
modèles animaux. La sélectivité unique de cette molécule et les faibles propriétés
agonistiques de son métabolite majeur (ARM827) la rendent spécialement
attrayante en comparaison aux autres agonistes 6 disponibles. L’excellente
biodisponibilité orale du ARM39O représente une amélioration marquée face au
SNC$0. En raison du manque de sélectivité de l’un et du profil métabolique de
l’autre (formation de métabolite(s) actif(s) qui pourraient contribuer à leurs effets
pharmacologiques), nous croyons que les chercheurs devraient considérer les
limites qu’engendrent l’utilisation du (±)-BW373U86 (le racémique de SNC86) et
du SNC8O à titre de standard phannacologique in vivo.
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Annexe 1
Rappel de cinétique enzymatique appliquée au métabolisme
1. Cinétique enzymatique
Seul le cas d’une réaction avec un seul site enzymatique sera présenté. Le lecteur
pourra se référer aux ouvrages suivants pour une description plus détaillée de
modèles plus complexes : (Segel, 1975; Houston et Kenworthy, 2000)
L’équation générale d’intéraction entre une enzyme et son substrat peut être décrite
par la relation suivante:
E+S ES E+P
S: Concentration de substrat
E: Concentration d’enzyme
ES: Concentration d’enzyme couplée au substrat
P: Concentration de produit
k1: Constante cinétique de l’affinité enzyme-substrat
k’: Constante cinétique de la dissociation du complexe ES,
kcat: Constante de vitesse de formation du produit.
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La vitesse de réaction et les caractéristiques cinétiques fondamentales d’une enzyme
peuvent être présentées par l’équation de Michaelis-Menten:
V = (Vmax tSl/ (Km + [S])
Vmax: Vitesse maximale de formation du produit
Km: Constante de Michaelis-Menten
Le Km est une représentation de l’affinité du substrat pour le système enzymatique.
D’un point de vue cinétique, ces constantes peuvent être décrites de la façon suivante:
Vmax = kcat*Etotai
Km = kcat + k’/k’
Lorsque le tout appliqué aux CYPs, nous pouvons conclure que la vitesse de
biotransformation est dépendante du contenu total en CYP, des constantes kcat, k’, k’
et de la concentration de substrat.
2. Relation avec le métabolisme hépatique
La capacité d’élimination métabolique d’une fraction cellulaire (ex
microsomes de foie), de cellules (ex : hépatocytes) ou même à un organe entier (ex
le foie) peut être illustré par un paramètre appelé clairance intrinsèque (CL,). Dans
le cas du métabolisme d’un médicament non lié, cette clairance est équivalente à:
Vmax/(Km+tS]) et en conditions de cinétique linéaire Vmax/Km
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Dans une préparation contenant plus d’une enzyme comme les microsomes de foie, la
CLj est la mesure de la somme de toutes les équations de Michaelis-Menten pour
chacunes des voies enzymatiques individuelles (CLj,).
CLmt =CL
